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Résumé : 

Cette étude a pour objectif d’évaluer l’activité antimicrobienne de l’extrait aqueux et de 

l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis. L’extrait aqueux a été obtenu par décoction ainsi 

que l'extraction d’huile essentielle de R. officinalis, il a été réalisé par la méthode 

d’hydrodistillation.  

Le test de l’activité antifongique sur deux souches de Fusarium (Fusarium de blé et 

d’agrume) et de l’activité antibactérienne sur une souche bactérienne (Erwinia amylovora) est 

basé sur la méthode de diffusion en milieu gélosé et de contact direct. 

Les résultats de l’activité antifongique de l’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis ont donné 

un faible taux d’inhibition sur la sporulation et un fort effet sur la germination des deux 

souches de Fusarium sp. 

En ce qui concerne l’activité antibactérienne, l’extrait aqueux possède un faible effet 

inhibiteur sur Erwinia amylovora. 

En outre, les résultats montrent que l’huile essentielle du Rosmarinus officinalis possède une 

activité antibactérienne moyen avec des diamètres d’inhibition varie entre 7.38mm et 

12.71mm en comparaison avec l’activité antifongique qui atteindre un taux d’inhibition 

moyen (57.92%). 

Mots clés : activité antimicrobiennes, inhibition, Rosmarinus officinalis, huile essentielle, 

extrait aqueux, hydrodistillation. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

This study aims to evaluate the antimicrobial activity of the water extract and essential oil of 

Rosmarinus officinalis. Aqueous extract was obtained by decoction as well as extraction of 

essential oil from Rosmarinus officinalis, it was carried out by the method of hydrodistillation  

The test of the antifungal activity on two strains of Fusarium sp (Fusarium of wheat and 

citrus) and antibacterial activity on a bacterial strain (Erwinia amylovora) is based on the 

diffusion method in medium agar and direct contact. 

The results of the antifungal activity of the aqueous extract of Rosmarinus officinalis gave a 

low rate of inhibition on sporulation and a strong effect on the germination of the two strains 

of Fusarium sp. 

As regards the antibacterial activity, the aqueous extract has a weak inhibitory effect on 

Erwinia amylovora. 

In addition, the results show that the essential oil of Rosmarinus officinalis possesses an 

average antibacterial activity with inhibition diameters varies between 7.38 mm and 12.71 

mm in comparison with antifungal activity which reach a medium inhibition range (57.92 %). 

Keywords: antimicrobial activity, inhibition, Rosmarinus officinalis, essential oil, aqueous 

extract, hydrodistillation. 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



꞉ملخص   

جبل من اكليل ال وللزيت الاساسيت للمستخلص المائي تهدف هذه الدراسة الى تقييم النشاط المضاد للمكروبا

Rosmarinus officinalis. 

 Rosmarinus ل الغليان اما استخلاص الزيت الاساسيتم الحصول على المستخلص المائي باستعمال طريقة 

officinalis تم باستعمال طريقة التقطير بالبخار  فقدhydrodistillaton. 

والنشاط ( والحمضيات)فوزاريوم القمح  Fusariumتم اختبار النشاط المضاد للفطريات على سلالتين من الفوزاريوم  

 س المباشرعن طريق الانتشار على وسط جيلوزي والتلام ((Erwinia amylovoraللبكتيريا على سلالة بكتيرية  المضاد

ى انبات الي علبل قدم مستوى منخفض من تثبيط التبوغ و تثبيط عنتائج النشاط المضاد للمستخلص المائي من اكليل الج

 الفوزاريوم.سلالتين 

 Erwiniaفيما يتعلق بالنشاط المضاد للبكتيريا فقد تبين بان المستخلص المائي له تأثير كابح بشكل منخفض على 

amylovora 

تثبيط ار ا متوسط بأقطفان النتائج تشير الى ان الزيت العطري لإكليل الجبل لديه نشاط مضاد للبكتيري ٬بالإضافة الى ذلك 

 وسطمت تثبيطمع النشاط المضاد للفطريات الذي يصل الى معدل  بالمقارنة mm 12.71و mm7.38ما بين  تتراوح

57.92%. 

 ٬خلص مائي مست ٬ الاساسي ٬ الزيتRosmarinu officinalis ٬تثبيط ٬النشاط المضاد للمكروبات ꞉ المفتاحية الكلمات

 .التقطير بالبخار

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Remerciements 

 

         Avant tout nous remercions Dieu « ALLAH » le tout puissant de nous avoir accordé la 

force, le courage et la patience pour terminer ce travail 

         Nous remercions notre encadreur de son grand aide durant la réalisation de notre travail, 

il est orienté nous vers le succès avec ses connaissances et partageants des idées et aussi 

l’encouragement tout on long de notre épreuve, comme il a été présent à tout moment qu’on à 

besoin de lui : M. Abderrezak Chaouch. Et Melle Hadjer Bouchenafa (Co- encadreur) 

       Nous remercions les membres de jury, chacun a son nom, d'accepter de juger notre 

travail. 

       Nous remercions également : 

Madame Abbabcia Amel Directrice de la SRPV Boufarik. 

Mademoiselle Saddek Dounia Ingénieur de laboratoire de bactériologie de la SRPV Boufarik, 

Mademoiselle Bencheikh khadidja Ingénieur de laboratoire de Mycologie de la SRPV 

Boufarik. 

 

       Nous remercions tous les membres de l’équipe de laboratoires de la SRPV de Boufarik 

pour leur accueil, leur sympathie ainsi que leurs idées constructives. 

        En fin, tous ceux qui ont pratiqué de près ou de loin par la réalisation de ce mémoire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Dédicace  

Je dédie ce travail aux plus chères personnes qui ont largement 

Contribué à ma réussite durant toutes mes années d’étude : Ma 

Mère Fatima et mon père Mohamed. 

A mes sœurs Samira, Saliha, Khadîdja et loubna. 

A mes frères Rachid, Fathi, Hakim, Djamel, Adel, Bouzid et Imad 

A tous mes Amis, ben Othman, Toufik, Faissal, Mohamed, Djamel, 

Zakaria. Hamza.Benyahia, Zoubir, Fathi, Abd Elaali, Fateh, Ahmed, 

Mostapha, Rabeh, Mounir, Youcef, Sohaib.Mokhtar, Mahfoud. 

 A tous mes amis de la promotion d’écologie2016/2017. 

 

A tous ceux dont l’absence n’exclut pas leur présence dans mon cœur. 

 

 

 

                                                                                            Hocine 

 

 

 

                                                                 

 

 

 



Dédicace 

A ma chère mère 

Aucun mot, aussi expressif qu’il soit, ne saurait remercier à sa juste valeur L’être 
qui a consacré sa vie à parfaire notre éducation avec Un dévouement inégal 

associé à beaucoup de sacrifice. 

Puisse Dieu m’aider pour rendre un peu soit-il De ce que vous m’avez donné ! 

Puisse Dieu vous garder longtemps auprès de nous et vous bénir infiniment ! 

A mon cher père 

Aucune dédicace ne saurait exprimer l’estime, Le respect et l’amour que je vous 

porte. 

Que Dieu, le tout puissant, vous couvre de Sa Sainte miséricorde et 

Vous accueille dans son éternel paradis « Amine ». 

A mes chers frères et sœur 

Touzout Abdelhalim, Sohaib et Zineb 

A La Famille Touzout 

Je ne saurais vous remercier pour tout le soutien que vous m’avez accordé, vous 
avez toujours été présent pour moi. Puisse Dieu vous accorder santé et 

prospérité! 

A mes amis et confrères 

Du Début à la fin vous avez été présent. Vous m’avez accueillie avec 

Sincérité, Et j’ai eu le privilège de trouver une deuxième famille à vos côtés. 

A tous ceux qui me sont chers. A toutes les personnes non citées et qui savent que 

je pense à eux. A tous les musulmans. 

                                                                                                                     Nabil                                                                                                             

 
 

 
 
 

 



Liste des figures  

 

 
Figure 1 :  Production et superficie occupées par les principales céréales  dans le monde en 

2010 ………………………………………………………………………………. 

 

4 

Figure2 : 

Figure3 : 

Production des agrumes en Algérie de l’année 2013……………………………... 

Morphologie du Fusarium solani………………………………………………… 

5 

6 

Figure4 : Symptômes de la fusariose sur céréales…………………………………………... 7 

Figure5 : Différents types de spores de F. graminearum…………………………………… 8 

Figure6: Cycle de vie de F. graminearum, principal agent responsable de la fusariose des 

épis de blé ………………………………………………………………………… 

 

9 

Figure7 : cycle de vie de la maladie du feu bactérien……………………………………… 13 

Figure8 : La cellule de la bactérie Erwinia amylovora au microscope électronique GX 1 

8.000……………………………………………………………………………... 

 

14 

Figure9 : schéma de La structure de l’enveloppe de la cellule d’une bactérie Gram 

Négative………………………………………………………………………….. 

 

15 

Figure10 : Aspects morphologiques du Romarin…………………………………………… 18 

Figure11 : Station Régionale de la Protection des Végétaux de Boufarik…………………… 20 

Figure12 : dépôts de suspension bactérienne sur lames (IF)…………………………………. 26 

Figure13 : Principe de la méthode de diffusion par disque…………………………………... 32 

Figure14 : résultat d’isolement, (B) souche blé dur, (A) souche d’agrumes…………………. 34 

Figure 15 : aspects des  Colonies  d’Erwinia amylovora, sur milieu levane (A), sur milieu 

KB (B)…………………………………………………………………………….. 

 

35 

Figure 16 : Résultat test de Potasse (KOH) 3%.......................................................................... 36 

Figure 17 : Résultat du test coloration de Gram- ……………………………………………... 36 



Figure18 : Résultat de l’activité cytochrome oxydase………………………………………... 37 

Figure 19 : Résultat  du test catalase………………………………………………………….. 37 

Figure 20 : Observation de fluorescence sur King B………………………………………….. 38 

Figure 21 : Résultat de métabolisme du glucose, A) aprèsl’ensemencement, B) avant 

l’ensemencement (témoins)………………………………………………………. 

 

38 

Figure 22 : Résultat de production d’indole par les bactéries……………………………….... 39 

Figure 23 : Test de croissance à 39° (A), et (B) croissance sur température  ambiant………... 39 

Figure 24 : Résultat positive de l’arginine dihydrolase……………………………………….. 40 

Figure 25 : Résultat de développement de bactérie sur milieu LEVANE…………………….. 40 

Figure 26 : Résultat d’hypersensibilité sur tabac, A) Témoin négatif inoculée  à l’eau 

distillée stérile, B) après 72 h d’inoculation, C) après 5 jours d’inoculation……... 

 

41 

Figure 27 : développement de Fusarium de blé (B) et d’agrumes (A) sur l’extrait aqueux de 

Rosmarinusofficinalis…………………………………………………………….. 

 

43 

Figure 28 : Effet des 2 doses d’extrait aqueux de R. officinalis sur la croissance mycélienne 

des souches de Fusariumsp……………………………………………………… 

 

44 

Figure 29 : Sporulation de Fusariumsp sous l’effet d’extraits de Rosmarinus officinalis…… 45 

Figure 30 : Effet d’extraits de R. officinalis sur le taux d’inhibition desporulation de 

Fusariumsp sous…………………………………………………………………. 

 

45 

Figure 31 : Effet de la concentration d’huile essentiel de R. officinalis sur la croissance 

mycélienne de Fusariumsp………………………………………………………. 

 

47 

Figure 32 : Effet de l’huile essentiel de R. officinalis sur la croissance mycélienne des 2 

souches de blé (A) et des agrumes (B)…………………………………………..... 

 

48 

 

Figure 33 : Comparaison entre le développement des 2 doses (B50% et A100%) 

d’Erwiniaamylovora sur le milieu levane avec le témoin 

 

53 



(A)…………………………………………………………………………………  

Figure 34 : Développement d’Erwinia amylovora sur le milieu liquide…………………….. 54 

Figure 35 : Effet de déférente concentration (A=100%), (B= 75%), (C=50%) et (D=25%), 

(E=témoin) l’HE de Rosmarinus officinalis sur le développement d’Erwinia 

amylovora…………………………………………………………………………. 

 

 

55 

Figure 36 : Zones d’inhibition pour Erwinia amylovora……………………………………… 55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                    Liste des tableaux 

   

Tableau 1 : Les diamètres d’inhibition et leurs degrés de sensibilités……………………………... 33 

Tableau 2 : Les caractères macroscopiques des souches de Fusarium sp…..................................... 34 

Tableau 3 : Les résultats des tests d’indentification……………………………………………….. 42 

Tableau 4 : Rendement et caractéristiques organoleptiques de l’huile essentielle de  Rosmarinus 

officinalis……………………………………………………………………………….. 

 

46 

Tableau 5 : Résultats de l’activité antifongique d’HE de Rosmarinus officinalis sur le Fusarium de 

blé et des agrumes………………………………………………..…………………….. 

 

47 

Tableau 6 : Coefficients d’ajustement (huile essentiel de Rosmarinus officinalis sur Fusarium sp 

de blé)…………………………………………………………………………………… 

 

49 

   

Tableau 7 : Paramètre du modèle (huile essentiel de Rosmarinusofficinalissur Fusariumsp de 

blé)…………………………………………………………………………………….. 

 

49 

Tableau 8 : Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de 

confiance à 95,00 % (huile essentiel de Rosmarinusofficinalissur Fusariumsp de 

blé)………………………………………………………….......................................... 

 

 

50 

Tableau 9 : Classement des groupes homogènes des moyennes de la croissance mycélienne de la 

souche de blé par l’huile essentiel de R.officinalis par rapport aux différentes 

concentrations…………………………………………………………………………. 

 

 

50 

Tableau 10 : 
Coefficients d’ajustement (huile essentiel de Rosmarinusofficinalis sur Fusariumsp 

d’agrumes)……………………………………………………………………………... 

 

 

51 

 
 

 

Tableau 11 : 
Paramètre du modèle (huile essentiel de Rosmarinusofficinalis sur Fusariumsp 

d’agrumes)……………………………………………………………………………... 

 

 

51 

Tableau 12 : Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de  



confiance à 95,00 % (huile essentiel de Rosmarinusofficinalis sur Fusariumsp 

d’agrumes)……………………………………………………………………………... 

 

52 

Tableau 13 : Classement des groupes homogènes des moyennes de la croissance mycélienne de la 

souche d’agrumes par l’huile essentiel de R.officinalis par rapport aux différentes 

concentrations…………………………………………………………………………. 

 

 

52 

Tableau 14 : Diamètres (mm) des zones d'inhibition des dilutions pour Erwinia  

amylovora …………………………………………………………………………….. 

 

54 

Tableau 15 : Coefficients d’ajustement (huile essentiel de R. officinalis sur le développement d’E. 

amylovora)……………………………………………................................................. 

 

56 

   

Tableau 16 : Paramètre du modèle (Huile essentiel de R. officinalis sur le développement d’E. 

amylovora)……………………………………………………………………………. 

 

57 

Tableau 17 : Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de 

confiance à 95,00 % (Huile essentiel de R. officinalis sur le développement d’E. 

amylovora)…………………………………………………………………………….. 

 

 

57 

Tableau 18 : Classement des groupes homogènes des moyennes des zones  d’inhibition de 

croissance d’E.amylovora par l’huile essentiel de Rosmarinus officinalis  par rapport 

aux différentes concentrations………………………................................. 

 

 

58 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTE D’ABRÉVIATION 

µl  Microlitre 

µm Micromètre 

AFNOR Association Française de normalisation. 

C concentration. 

Cm Centimètre 

CMI  concentration minimale inhibitrice. 

D Dose 

FsA Fusarium d’agrumes 

FsB Fusarium de blé 

H.E huile essentielle. 

HR Hypersensibilité 

IC inhibition de croissance mycélienne. 

IF Immunofluorescence 

IG inhibition de germination. 

INRA institue nationale de recherche agronomique 

Is inhibition de sporulation. 

KB King B 

KOH hydroxyde de potassium. 

LPS Lipopolysaccharides 

min Minutes 

Ml Millilitre 

mm Milimètre 

Na Oh  hydroxyde de sodium 

nm Nanomètre 

PBS solution saline tamponnée au phosphate10 mM (PBS), pH 7,2 

PDA  potatose dextrose agar 

Rd Rendement 

SRPV station régionale de protection des végétaux 

T Témoin 

ufc Unité forment colonne 

UV Ultra-violet 

 



Sommaire 

 

Introduction générale…………………………………………………………………..…… 1 

Chapitre I : Synthèse bibliographiques……………………………………………………. 3 

I.1 - Présentations des Plante hôte …………………………………………………………… 3 

I .1.1- Généralités sur la culture de blé dur …………………………………………………. 3 

I .1.1.1- Caractéristiques morphologiques …………………………………………………... 3 

I .1.1.2- Classification de blé dur……………………………………………………………. 3 

I .1.1.3- Importance du blé dans le monde ………………………………………………….. 3 

I.1.2- Généralités sur les agrumes……………………………………………………………. 4 

I.1.2.1- Classification ………………………………………………………………………... 4 

I.1.2.2-Importance économique des agrumes en Algérie ………………………………......... 5 

I.1.3- Généralité sur le pommier Malus domestica ………………………………………...... 5 

I.1.3 .1- Classification ……………………………………………………………………….. 6 

I.2- Généralité sur les agents phytopathogènes ……………………………………………… 6 

I.2.1- Taxonomie et morphologie de Fusarium …………………………………………… 

I.2.2- La Fusariose …………………………………………………………………………... 

6 

7 

I.2.2.1- Symptômes ………………………………………………………………………….. 7 

I.2.2.2- Caractéristiques du pathogène ………………………………………………………. 7 

I.2.2.3- Le cycle de vie ………………………………………………………………………. 8 

I.2.2.4- Les sources d’inoculum……………………………………………………………… 8 

I.2.2.5. Infection……………………………………………………………………………… 9 

I.2.1.6- Conditions favorables au développement de la maladie ……………………………. 9 



I.2.1.7- Méthodes de luttes ………………………………………………………………….. 10 

I.2.2- Généralités sur la maladie du feu bactérien …………………………………………… 11 

I.2.2.1- Le feu bactérien : une maladie sporadique …………………………………………. 11 

I.2.2.2- Symptômes …………………………………………………………………………. 11 

I.2.2.3- Cycle de maladie ……………………………………………………………………. 12 

I.2.2.4- Agent causal (Erwinia amylovora)………………………………………………… 13 

I.2.2.5- Gamme d’hôte du feu bactérien …………………………………………………….. 14 

I.2.2.6- Stratégie de lutte contre le feu bactérien……………………………………………. 15 

I.3 - Généralités sur Le Romarin (Rosmarinus officinalis L.) ................................................. 16 

I.3.1- Classification du Romarin ……………………………………………………………. 16 

I.3.2- Description botanique de romarin…………………………………………………….. 16 

I.3.3- Composition chimique de romarin …………………………………………………… 17 

I.3.4- Propriétés pharmacologiques et thérapeutiques du romarin .…………………………. 18 

Chapitre II : Matériel et Méthodes………………………………………………………… 19 

II.1. Lieu d’étude …………………………………………………………………………… 19 

II.2- Matériel biologique …………………………………………………………………….. 19 

II.2.1- Matériel phytopathogènes ………………………………………………………….... 19 

II.2.2- Matériel végétal ………………………………………………………………………. 19 

II.2.3- Matériel de laboratoire ………………………………………………………………. 20 

II.3- Méthodes de travails…………………………………………………………………… 20 

II.3.1- Isolement et identification des isolats phytopathogènes …………………………….. 20 

II.3.1.1- Isolats fongiques …………………………………………………………………… 20 



II.3.1.2- Souche bactérienne ………………………………………………………………… 20 

II.3.2- Préparation des extraits de romarin « Rosmarinus officinalis »…………………….. 26 

II.3.2.1- Préparation de l’extrait aqueux de romarin ……………………………………….. 26 

II.3.2.2- Extraction de l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis………………………… 27 

II.3.3- Activité in vitro de l’extrait aqueux de romarin  sur l’isolat de 

champignon…………………………………………………………………………………. 

 

28 

II.3.3.1- Etude du pouvoir antifongique in vitro de l’extrait aqueux du romarin ………….. 28 

II.3.3.1.1- Inhibition de la croissance mycélienne …………………………………………. 28 

II.3.3.1.2- Inhibition de la sporulation et de la germination ………………………………. 29 

II.3.3.1.3-Analyses statistiques ……………………………………………………………. 30 

II.3.4-Activité in vitro de l’extrait aqueux de romarin sur l’isolat de 

bactérie……………………………………………………………………………………… 

 

30 

II.3.4.1- Méthode de contacte  directe …………………………………………………….. 30 

II.3.4.2- Méthode de dilution ………………………………………………………………. 30 

II.3.5.1-Evaluation de l’activité antimicrobienne de l’HE de Rosmarinus officinalis………. 31 

II.3.5.2-Analyse statistique…………………………………………………………………. 33 

Chapitre III : Résultats et Discussions…………………………………………………….. 34 

III.1-Résultats……………………………………………………………………………….. 34 

III.1.1-Description morphologique des souches de Fusarium sp ………………………....... 34 

III.1.2. 1- Isolement et obtention des isolats d’Erwinia amylovora ………………………… 34 

III.1.2. 2-Descriptions morphologiques des colonies d’Erwinia amylovora ……………...... 34 

III.1.2.3-Identification d’Erwinia amylovora………………………………………………... 35 

III.1 .2.3.1-Tests Biochimiques…………………………………………………………….... 35 



III.1.2.3.2-Test biologique ………………………………………………………………….. 41 

III.1.2.3.3-Test sérologique………………………………………………………………… 41 

III.1.4- Etude de l'effet in vitro de l'extrait aqueux et de l’huile essentielle    de Rosmarinus 

officinalis sur  le Fusarium  sp de blé et des agrumes …………………............. 

 

43 

III.1.4.1- Etude de l'effet invitro de l'extrait aqueux de Rosmarinus officinalis sur le 

Fusarium sp de blé et des 

agrumes ……………………………………….. .....................................................................  

 

 

43 

III.1.4.2-Evaluation de l’activité antifongique d’huile essentielle de Rosmarinus 

officinalis sur le Fusarium sp de blé et des 

agrumes………………………………………… ...................................................................  

 

 

46 

III.1.4 .2.1-Rendement en huile essentielle et caractères organoleptiques …………………. 46 

III.1.4.2.2- Evaluation de l’activité antifongique d’huile essentielle de R. officinalis……....  47 

III.1.4.2.3- Analyse statistique …………………………………………………………….. 49 

III.1.5-Etude de l’effet in vitro de l’extrait aqueux de R. officinalis sur développement d’E. 

amylovora  et Evaluation de l’activité antibactérienne  invitro d’huile essentiel de R. 

Officinalis…………………………………………………………………….. 

 

55 

III.1.5. 1-Etude de l’effet in vitro de l’extrait aqueux R. officinalis sur développement d’E. 

amylovora ……………………………………………………………… 55 

III.1.5.2- Evaluation de l’activité antibactérienne  in vitro d’huile essentiel de R. 

Officinalis…………………………………………………………………………………….. 56 

III.1.5.2.1- Analyse statistique …………………………………………………………….... 57 

III.2- Discussion …………………………………………………………………………….. 61 

III.2.1- Effet d’extrait aqueux de  R. officinalis sur  Fusariumsp de blé et des agrumes ….. 61 

III.2.2- Effet d’huile essentiel de R. officinalis sur  Fusariumsp de blé et des agrumes……  62 

III.2.3- Identification des isolats d’E.amylovora …………………………………………… 63 

III.2.4- Effet de l’extrait aqueux de  R. officinalis sur  Erwinia amylovora ……………....... 63 

III.2.5- Effet d’huiles essentiel  de  R. officinalissur  E.amylovora ………………………… 64 

Conclusion générale ………………………………………………………………………… 66 



 



Introduction générale 
 

1 
 

Introduction 

La production agricole est constamment menacée par les ravageurs et les microorganismes 

présents dans leur environnement. Des études ont pu estimer largement que 10% des récoltes 

sont perdues à cause des maladies [1]. Parmi ces maladies, on peut citer les maladies 

fongiques et les maladies bactériennes. 

Les maladies fongiques non contrôlées peuvent entrainer des effets catastrophiques comme la 

fusariose, qui affecte les rendements mais aussi la qualité sanitaire de la récolte par la 

présence de toxines dans les grains. Cette maladie endémique, est provoquée par un complexe 

d'espèces de champignons phytopathogènes, le « complexe fusarien », à large spectre d’hôtes. 

L’espèce principale responsable de la fusariose des épis et inclue dans le genre Fusarium dont 

Fusarium graminearum [2]. 

Les maladies bactériennes sont responsables de pertes économiques considérables dans 

plusieurs pays. Comme l’exemple de feu bactérien causé par  Erwinia amylovora est l’une des 

bactéries phypathogènes les plus destructives causant d’importantes pertes économiques pour 

la production de poires, de cognasse et de pommes au niveau mondial [3].                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

La difficulté de lutte contre les maladies par les pesticides de synthèse expliquerait l’usage 

abusif de ces produits phytosanitaires par les producteurs. En conséquence, cet usage abusif 

des pesticides pose un problème de rentabilité de culture, de risque de résidus de produits de 

synthèse dans les fruits et de pollution de l’environnement [4]. 

Ces dernières décennies, la protection de l’environnement s’impose de plus en plus comme 

une préoccupation mondiale majeure. La méthode classique de lutte biologique par utilisation 

de micro-organisme, de prédateurs, de parasitoïdes et de substances naturelles d’origine 

végétale, les industries agrochimiques orientent de plus en plus leur effort vers l’étude de 

produits naturels pour la recherche de nouveaux insecticides [5]. 

L’Algérie, à l’instar de nombreux pays du monde, recèle un patrimoine floristique important 

qu’il soit utile d’explorer et de valoriser en utilisant les substances bioactives issues du 

métabolisme secondaire des plantes, dans différents domaines comme la mise au point de 

nouvelles formulations de biopesticides [6]. 

A cet effet, on s’est intéressé à l’une des espèces de la famille des Lamiacées : le romarin 

(Rosmarinus officinalis), est l'une des plantes médicinales les plus utilisées à travers le 

monde. 
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Dans ce contexte, l’objectif de cette étude est de mettre en évidence le pouvoir antifongique et 

antibactérien de diverses concentrations d’extraits aqueux et de l’huile essentielle de 

Rosmarinus officinalis sur la régression de Fusarium de blé et des agrumes, ainsi sur la 

bactérie responsable de la détérioration des pommiers (Erwinia amylovora), comme 

substances naturelles alternatives à la lutte chimique utilisée en agriculture. 

Le présent travail comprend trois chapitres. Le premier portera sur les données 

bibliographiques sur les cultures infectées, sur le champignon phytopathogènes en cause, le 

feu bactérien et le romarin. La seconde porte sur le matériel et les méthodes de travail 

adoptés. Le troisième est consacré aux résultats et discussions sur : 

- Effet de l’extrait aqueux et l’huile essentiel de romarin sur le Fusarium de blé et des 

agrumes 

- Effet de l’extrait aqueux et l’huile essentiel de romarin sur le feu bactérien. 
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I.1 – Présentations des Plante hôte : 
I .1.1- Généralités sur la culture de blé dur : 

I .1.1.1- Caractéristiques morphologiques : 

 Le blé se présente comme une plante herbacée à feuilles assez larges [7].  La tige ou 

chaume ne commence à prendre son caractère de tige qu'au début de la montaison Celle-ci, 

d'abord pleine, devient creuse sauf au niveau des nœuds qui restent pleines [8]. 

 Les feuilles sont alternées, ligulées et engainantes [7]. Elles ont des nervures parallèles 

et sont terminées en pointe [8]. L’inflorescence est toujours en épillets associés en 

inflorescence complexe, épis ou grappes d'épillets, se recouvrant étroitement les uns aux 

autres. La fécondation est autogame. Le fruit est un caryopse ou grain [8 ; 7]. Les racines sont 

de type fasciculé peu développées ; 55 % du poids total des racines se trouvent entre 0 et 25 

cm de profondeur [8]. 

I .1.1.2- classification de blé dur :                                                                                                   

Nom scientifique : ……………Triticum turgidum (synonyme : Triticum durum) 

Règne………………………….végétale                              

Embranchement………….........Stomatifères                                                                          

Sous-embranchement……........Angiospermes                            

Classe…………………………Monocotylédones      

 Ordre………………………….Glumales                        

Famille…………………………Graminées :(graminacées), (Poacées) 

Genre………………………..…Triticum 

Espèce : ....................................... Triticum turgidum L. 

 

I .1.1.3- Importance du blé dans le monde : 

 Les céréales, le blé en particulier occupe une place importante dans la production 

agricole et constitue la nourriture de base pour 35% de la production mondiale. Le blé arrive 

juste derrière le riz et le mais si l’on considère les tonnages produits [9]. (Figure1)  

          L’Algérie est un grand importateur de blé et se trouve dépendante du marché 

international. Cette situation risque de se prolonger à plusieurs années, faute de rendements 

insuffisants et des besoins de consommation sans cesse croissants devant une forte évolution 

démographique [10]. 
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Figure 1 : Production et superficie occupées par les principales céréales dans le monde en 

2010 [9]. 

I.1.2- Généralités sur les agrumes : 

 Les agrumes sont originaires du sud-est de l'Asie, bien que leur culture a 

probablement commencé en Chine [11]. Selon [12], la détermination du centre d’origine des 

agrumes se complique du fait que l’hybridation naturelle interspécifique et intergénérique est 

très fréquente dans ce groupe et crée des espèces que Tanaka appelle éléments secondaires 

qui se reproduisent par semis. Avec le rayonnement des civilisations chinoises au cours du 

premier millénaire avant notre ère, la culture des agrumes commence à se propager dans les 

pays avoisinants : sud du Japon et archipel de Malaisie. 

I.1.2.1-classification :                                                                                       

La taxonomie proposée par Swingle [12] est : 

Famille : ……………………. Rutaceae 

 S, Famille : ………………… Aurantiodeae 

 Triba : ……………………... Citrae 

 S/tribu : ……………………. Citrinae 

 Groupe : …………………… Eucitrus 

I.1.2.2- Importance économique des agrumes en Algérie : 

 Les agrumes présentent une importance économique considérable pour de nombreux 

pays, n’en est de même pour l'Algérie où ils constituent une source d'emploi et d'activité 

économique aussi bien dans le secteur agricole que dans diverses branches auxiliaires 

(conditionnement, emballage, transformation et transport, …) [13]. 
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 Cette culture revêt une importance stratégique pour l'Algérie comme source 

d'approvisionnement en fruits et des débouches sur le marché international des produits 

agrumicoles. Sur le plan social la culture des agrumes emploi en moyenne 140 jours ha an. 

Sans compter ceux générés par l'environnement de ce secteur (transformation, 

commercialisation) (figure 2) [14].  

 

Figure 2 : Production des agrumes en Algérie de l’année 2013 [15]. 

 

I.1.3- Généralité sur le pommier Malus domestica : 

 La pomme compte parmi les fruits de climat tempéré les plus répandus. C'est du point 

de vue botanique un piridion (c'est-à-dire un fruit portant une rosette sur le bas, et un 

pédoncule marqué). C’est un fruit arrondi, de forme quasi sphérique, de 10 à 15 cm de 

diamètre environ, et de couleur différente selon les variétés et les conditions de végétation. Sa 

couleur à maturité s’étend du vert « pomme » au rouge plus ou moins foncé en passant par 

une grande diversité d'intermédiaires vert pâle, jaune, orangé ou de couleurs plus ou moins 

panachées [16]. 

I.1.3 .1- Classification : Le pommier appartient : [17 ; 18] 

Ordre : ……………………… Rosales,  

Famille : ……………………. Rosacées,  

Sous-famille : ……………… Maloideae 

Genre : ………………………Malus.  

Espèce : .................................Malus domestica  
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I.2- Généralité sur les agents phytopathogènes :  

I.2.1- Taxonomie et morphologie de Fusarium : 

La première et véritable description du genre Fusarium a été réalisée par Link en 1809. Il doit 

son nom du latin fusus (fuseau) en rapport à la forme de ses macroconidies fusiformes et 

cloisonnées. Il appartient à la division des Ascomycètes et à la famille des Nectriacées [19]. 

Le Fusarium se multiplie par voie végétative ou par l’intermédiaire de spores asexuées. Cette 

forme imparfaite (anamorphe) est caractérisée par un mycélium septé et ramifié [20]. Le 

Fusarium produit trois types de spores asexuées(figure), des microconidies unicellulaires ou 

bicellulaires arrondies ou ellipsoïdales, des macroconidies pluricellulaires en forme de 

croissant et des chlamydospores arrondies d’une ou deux cellules entourées d’une paroi 

épaisse plus ou moins pigmentée [21 ;22 ;23]. 

 La production de métabolites secondaires et notamment de toxines (mycotoxines et 

phytotoxines) est courante chez les Fusarium, et le profil de ces composés peut être utilisé 

pour la classification des espèces [24]. 

               

Figure 3 : Morphologie du Fusarium solani [19] 

A – B : Macroconidies ; C – D : Microconidies ; E – G : Conidiophores et microconidies 

- Barres d'échelle : A – D = 25 μm ; E = 100 μm ; F – G = 50 μm. 
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I.2.2-La fusariose : 

La fusariose est une maladie fongique causée par le Fusarium sp qu'on trouve sur toute une 

gamme d'hôtes, dont le blé, l'orge, l'avoine, le maïs, le seigle et les herbages graminées et les 

agrumes [25 ; 26 ; 27]. L’importance économique de la fusariose est attribuée aux pertes de 

rendements considérables telles que l’avortement des fleurs, diminution du nombre et du 

poids des grains et à l’altération de la qualité des grains [28 ; 29 ; 30]. En plus des pertes de 

production, certaines espèces de Fusarium présentent sur les céréales peuvent conduire à la 

contamination des grains par diverses mycotoxines [28 ; 30]. 

I.2.2.1- Symptômes :  

 La fusariose des épis de blé est caractérisée par le flétrissement des épis et une 

sénescence prématurée, les épis apparaissent alors blanchâtres (figure 3-A). Les grains de blé 

fusariés sont petits, légers, ridés et parfois couverts d’un duvet blanc ou rose (Figure 3-B). Si 

l’infection est plus tardive, les grains peuvent être de taille normale mais ils se décolorent en 

rose. [31]. 

 

 

 

 

 

 

I.2.2.2- Caractéristiques du pathogène : 

         L’espèce principale responsable de la fusariose des épis et inclue dans le genre 

Fusarium présenté précédemment est F. graminearum. [32 ; 33 ; 34 ;35]. 

 Le Fusarium graminearum est un champignon cosmopolite, retrouvée en Asie, en 

Europe, en Afrique, en Amérique du Nord et du Sud et en Océanie [36]. 

 Le pathogène apparaisse sous le microscope sous forme des macroconidies qui 

mesurent généralement entre 25 - 50μm•~ 2.5 - 5.0 μm et comportent trois à sept cloisons. Le 

Figure 4 : Symptômes de la fusariose sur céréales : épis de blé avec des grains fusariés (A), 

grains de blés ridés et rosâtres (B), grains de maïs fusariés (C), épi de maïs fusarié (D) [31]. 
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corps de la spore est généralement droit ou faiblement arqué, la cellule apicale est courbe et 

pointue. La cellule basale est allongée, effilée et légèrement courbée (Figure 4). Des 

périthèces superficiels naissent souvent sur les épis et les chaumes malades quand la récolte a 

lieu durant une longue période humide et chaude [37 ; 26]. 

 

Figure 5 : Différents types de spores de F. graminearum. 

(A) Périthécium contenant les ascospores (a) (B) Macroconidie isolée [38]. 
 

I.2.2.3- Le cycle de vie : 

 Le cycle de vie des agents pathogènes responsables de fusariose est illustré dans la 

Figure 5 par le cycle de F. graminearum. Pendant l’hiver et tout au long du cycle cultural, les 

agents pathogènes responsables de la fusariose des épis survivent dans le sol sous forme de 

chlamydospores [39]. Cet inoculum primaire est capable d’infecter les émis et induire une 

fonte des semis (seedlingblight) et une pourriture du collet (foot rot) [40].  

 L’inoculum est formé principalement de macroconidies ou microconidies (phases 

télomorphes Fusarium et Micro dochium) et d’ascospores (phases anamorphes Gibberella et 

Mono graphella) qui sont produites en conditions humides et chaudes [41 ; 42 ; 39]. Les 

ascospores et les conidies sont dispersés par le vent [43]. Ou par splashing (dispersion par la 

pluie de feuille en feuille). Les conditions les plus propices à l'infection sont des périodes de 

48 à 72 heures de forte humidité et des températures de 24 à 30 °C. Des périodes plus longues 

d'humidité élevée combinées à des températures fraîches peuvent aussi provoquer l'infection. 

Les infections qui se produisent tôt dans la saison produisent parfois des spores qui, 

transportées par le vent, peuvent propager la maladie [37 ; 44 ; 45 ; 26]. 
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Figure 6: Cycle de vie de F. graminearum, principal agent responsable de la fusariose des 

épis de blé [46]. 

I.2.2.4- Les sources d’inoculum : 

 Les résidus de culture infectés l’année précédente (source principale) : et en particulier 

les tissus qui se dégradent plus difficilement comme les nœuds [42 ; 47]. La survie des 

champignons sur résidus peut atteindre plus de 2 ans après récolte ce qui les classe en 

« source à long terme ». Lorsque les résidus restent en surface, la survie de l’inoculum 

est plus [33 ; 48]. 

 Les semences infectées : lors des infections sur épi, le mycélium attaque les grains à 

travers les glumes, pénètre dans le péricarpe, l’albumen, voire l’embryon. Cette source 

inoculum permet à la maladie de se développer dès l’automne [41]. 

 Les plantes hôtes (Agrostis, Bromus, Medicago, Festuca…), peuvent également jouer 

le rôle de réservoir de Fusarium sans présenter de symptômes visibles [49 ; 42]. 

I.2.2.5. Infection : 

 La fusariose de l’épi de blé est donc initiée par le dépôt de spores matures sur des épis 

de blé en leur. Ces spores germent, colonisent les anthères extrudées, généralement dans la 

partie médiane de l’épi, où commence la floraison et où l'humidité est supérieure à celle des 



Chapitre I : synthèse bibliographique 
 

10 
 

autres épillets [50 ; 49]. Ils entrent dans la fleur et se développent afin de rejoindre la graine 

en formation, les bractées florales et le rachis. La pénétration dans l’épi peut également avoir 

lieu en surface des glumes ou via des ouvertures naturelles (stomates, blessures, base de 

l’épillet) [51 ; 42]. 

I.2.2.6- Conditions favorables au développement de la maladie : 

  La sévérité de la fusariose est conditionnée par trois facteurs indépendants des 

champignons :Les facteurs climatiques, agronomiques et physiologiques de la plante hôte[39]. 

a. Les facteurs climatiques  

Les facteurs climatiques, en particulier l’humidité et la température, jouent un rôle 

primordial puisqu’ils vont conditionner la germination et l’infection du champignon. Chaque 

espèce responsable de la fusariose a un optimum de température et d’humidité différents [41 ; 

52]. 

b. Les facteurs agronomiques : 

 Ils jouent un rôle principalement dans la conservation de l’inoculum primaire. Ainsi, 

un précédent cultural sensible à la fusariose (maïs, blé, orge), infecté lors de son cycle, est une 

source potentielle d’inoculum pour la culture suivante via ses résidus. Egalement, le travail du 

sol augmenterait la dégradation des résidus en favorisant l’activité microbienne et donc 

limiterait la colonisation des résidus par F. graminearum [33]. 

c. Les facteurs physiologiques : 

 L’intensité de la maladie dépend non seulement de la quantité d’inoculum initial et de 

la virulence des souches pathogènes, mais aussi des caractéristiques physiologiques de la 

plante (taille, densité d’épillets…), son état de stress, son stade de développement, la date et la 

durée de la floraison et le niveau de résistance de la variété [34 ; 42 ; 39 ; 48]. 

I.2.2.7- Méthodes de luttes : 

a. Les pratiques culturales : 

 Les pratiques culturales à savoir la destruction des débris de récolte des plantes 

fusariées, la jachère de longue durée, la rotation culturale avec des cultures non- hôtes, 

peuvent agir sur la densité de l’inoculum présent dans le sol [53 ; 54]. Néanmoins, la rotation 

des cultures est impraticable sur le plan économique où l'agriculture intensive est hautement 

spécialisée [55] De plus, il est connu que des formes spéciales comme melonis, ciceris et 
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lentis peuvent coloniser d'autres plantes sans provoquer de symptômes apparents, ce qui rend 

impossible l'éradication de la maladie par la pratique des cultures en rotation [20]. 

b. La résistance variétale : 

 Comme pour de nombreuses maladies, la méthode la plus efficace pour le contrôle des 

maladies provoquées par Fusarium est l'utilisation des cultivars résistants s’ils sont 

disponibles [56]. Des gènes de résistance vis – à – vis des Fusarium existent chez beaucoup 

d’espèces végétales et ont été introduits par sélection dans des variétés cultivées. Ainsi, chez 

la tomate, le melon, le haricot et le pois chiche des gènes dominants de résistance ont été 

identifiés [57 ; 58 ; 59 ; 60 ;61].  

Cependant, l'efficacité des variétés résistantes dans le contrôle d'une maladie peut être 

sérieusement limitée par la variabilité de la pathogénicité, y compris l’apparition de nouvelles 

races pathogènes et pathotypes par des mutations ou des parasexualités aléatoires et 

spontanées [62 ; 63 ; 64]. 

c. La lutte chimique : 

 De nombreux fongicides sont disponibles pour lutter contre les champignons 

pathogènes.  Certains fongicides systémiques peuvent contrôler partiellement les maladies dû 

aux Fusarium [65 ; 66 ; 67]. L'augmentation de l'utilisation des fongicides provoque plusieurs 

effets négatifs comme le développement de la résistance des agents pathogènes. Ces 

fongicides ont aussi un effet néfaste sur l'environnement [68]. 

d. La lutte biologique : 

 La lutte biologique avec des Trichoderma spp. Antagonistes contre les agents 

phytopathogènes telluriques est une alternative potentielle à la lutte chimique [69]. Des 

espèces de Trichoderma ont démontrés leurs efficacités dans le contrôle des maladies de la 

pourriture racinaire de nombreuses plantes cultivées [70]. 

 La meilleure approche permettant de lutter efficacement contre la fusariose serait donc 

une approche intégrée combinant de bonnes pratiques culturales, l’utilisation de variétés 

tolérantes ainsi qu’une application fongicide à la bonne dose et au bon stade de 

développement de la plante [71]. Toutefois, l’amélioration des pratiques culturales reste le 

levier de lutte le plus efficace contre la fusariose de l’épi. 
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I.2.2- Généralités sur la maladie du feu bactérien : 

I.2.2.1- Le feu bactérien : une maladie sporadique : 

 Le feu bactérien est causé par la bactérie E. amylovora, qui est un organisme nuisible 

réglementé. Elle peut causer la mort d’un arbre en une seule saison. Cette maladie systémique 

affecte plusieurs espèces appartenant principalement à la sous-famille des Maloideae, famille 

des Rosaceae. Elle est sans doute la maladie la plus grave affectant le poirier, pommier, 

cognassier et d’autres arbres ornementaux dans de nombreux pays [72].  

 C’est une maladie sporadique qui peut provoquer des dommages considérables, car 

elle est nécrogène et évolue très rapidement. L’impact économique est difficile à chiffrer 

parce qu’il dépend de l’intensité de l’épidémie et de ce que l’attaque de feu bactérien puisse 

avoir comme répercussions sur plusieurs années. 

I.2.2.2- Symptômes : 

 Les symptômes provoqués par le feu bactérien peuvent être observés sur différentes 

parties de l’arbre, mais les premières expressions de symptômes sont tout d’abord 

caractérisées par des gouttelettes suintantes puis d’un exsudat sur les pédicelles des fleurs. 

L’infection progresse ensuite vers le bas du pédicelle et dans toutes les fleurs d’un bouquet 

[72]. Tout d’abord, la bactérie infecte les fleurs, qui se fanent, puis flétrissent et brunissent. 

Les pédoncules peuvent également apparaître imbibés d'eau, deviennent vert foncé, et enfin 

brun ou noir, parfois avec des gouttelettes suintantes d'exsudat bactérien [73]. Les bouquets 

floraux et les feuilles se flétrissent et se dessèchent pour ensuite prendre une texture 

ressemblant à du cuir [73 ; 74]. Puis, la bactérie se propage à l’arbre et les symptômes les plus 

typiques sont alors visibles sur les jeunes rameaux en pleine croissance, qui une fois atteints 

se flétrissent et se courbent en forme de canne à leur extrémité. Souvent, et suivant les 

variétés, des fruits immatures se momifient et restent attachés à l’arbre toute la saison, et 

l’hiver suivant [74 ; 73].  

I.2.2.3- Cycle de maladie :                                                                                                       

 La bactérie se dissémine à partir de lésions actives via des insectes pollinisateurs 

pendant la période de floraison, ou grâce à des phénomènes physiques (vent, pluie…). Elle 

pénètre dans l’hôte par des ouvertures naturelles (nectaires, stomates) ou accidentelles 

(blessures) en période de floraison ou de croissance des pousses. Une fois dans l’apoplaste, 

elle se multiplie préférentiellement dans les tissus jeunes en croissance, ce qui peut se traduire 

par l’apparition à leur surface de gouttelettes d’exsudat, mélange de polysaccharides 
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bactériens et de cellules bactériennes. Cet exsudat permet une rapide dissémination de la 

maladie. Les tissus atteints se nécrosent, les rameaux et les feuilles flétrissent et se dessèchent. 

La bactérie peut envahir l’ensemble de la plante en se multipliant dans les espaces 

intercellulaires du parenchyme cortical mais elle peut aussi atteindre les vaisseaux du xylème 

où elle se déplace contre le flux ascendant de sève [75]. La maladie peut se transmettre très 

facilement d’une plante à l’autre par l’intermédiaire de l’exsudat.  

 En fin de croissance végétative, il se forme des chancres sur les branches ou le tronc, 

dans lesquels la bactérie peut se conserver pendant la période de repos végétatif. Elle reprend 

sa multiplication au printemps suivant. La gravité de la maladie reste difficile à prédire. De 

fortes épidémies peuvent être suivies de plusieurs années sans attaque ou avec de faibles 

attaques si les conditions climatiques sont défavorables à la maladie. (Figure 6). 

 

Figure 7 : cycle de vie de la maladie du feu bactérien [76]. 

 

I.2.2.4- L’agent causal (Erwinia amylovora): 

L’espèce E. amylovora est reconnue comme étant la première bactérie phytophatogène 

observée, en 1884 à l’aide du postulat de Koch’s [77]. 
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 Classification : [78]. 

Règne : ………………… Eubacteria 

Phylum : ………………. Proteobacteria 

Classe : ………………..  Gammaproteobacteria 

Ordre : ………………… Entrobacteriales 

Famille : ………………. Enterobacteriaceae 

Genre : ………………..  Erwinia 

Espèce : ………………. Erwinia amylovora. 

 

 La morphologie : 

E. amylovora est un bâtonnet court, de dimensions 1,1-1,6 x 0,6-0,9 μm, Gram-négatif, [79].à 

extrémités arrondies (figure 7). Les cellules sont souvent individuelles, ne forment pas de 

chaîne cellulaire, ne possèdent pas d’endospores et sont mobiles par des flagelles peritriches. 

[80]. 

 

Figure 8 : La cellule de la bactérie Erwinia amylovora au microscope électronique GX 1 

8.000 [81]. 

Les composants cellulaires 

 Lipopolysaccharides (LPS) 

 Les LPS sont les composés majoritaires de surface chez les bactéries à Gram négatif, il s’agit 

de macromolécules tripartites composées d’un lipide (le lipide A) ancré dans la membrane 
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externe, d’un oligosaccharide (ou « core ») et d’un polysaccharide appelé antigène-O (ou 

chaine O) [82]. (Figure 8) 

 

Figure 9 : schéma de La structure de l’enveloppe de la cellule d’une bactérie Gram Négative 

[83]. 

   Plasmide : 

 Erwinia amylovora héberge un plasmide circulaire de 29 kb appelé pEA29, qui est 

présent presque chez toutes les souches d’E.amylovora [84 ; 85 ; 86 ; 87]. Ce plasmide ne 

peut pas être transmis par conjugaison [88]. Et particulièrement stable et résistant aux 

traitements physiques et chimiques [87]. 

I.2.2.5- plantes hôtes du feu bactérien : 

 L’espèce E. amylovora est une bactérie redoutable qui affecte la famille des Rosaceae. 

Elle possède une très large gamme d’hôte à l’intérieur de cette famille [89 ; 90]. 

 La sous famille des Maloideae est la plus fragile puisqu’elle détient plusieurs espèces 

très sensibles à la maladie. Ladite sous famille comprend aussi des espèces à grande valeur 

économique. Les genres : Pyrus, Malus, Cydonia, Eryobotria, Cotoneaster, Crataegus, 

Pyracantha et Sorbus, appartenant à cette sous famille, sont considérés comme étant les plus 

cultivés au monde en plus d’être les hôtes les plus communs de la maladie [77]. 

I.2.2.6- Stratégie de lutte contre le feu bactérien : 

 Lutte culturale : 

 Plusieurs possibilités s’offrent au producteur pour limiter les pertes dues au feu 

bactérien : 
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L’élimination des chancres peut être réalisée avant la saison printanière en éliminant les 

foyers par curetage dans le bois sain, ou en éliminant la branche porteuse. Puis dès 

l’apparition des symptômes, il faut éliminer rapidement les foyers d’infection pour limiter la 

propagation de la maladie, en coupant les pousses au moins 30 à 40 cm en amont des 

symptômes, éventuellement à l’aide de sécateurs stériles. Il existe des risques de contagion 

par les outils qui peuvent être réduits en les utilisant dans du bois sain et par temps sec. Les 

branches coupées sont ensuite jetées au centre des rangs puis fauchées. [74; 91]. 

 Lutte génétique : 

 Chez le pommier et le poirier, un programme de création variétale par hybridation 

classique pour la résistance au feu bactérien a été entrepris depuis plusieurs années en France 

à l’INRA d’Angers et aux USA à l’Université Cornell (Geneva). Ces programmes de 

recherche consistent à faire produire à la plante :  

 Des substances antibactériennes [92].  

 Des substances inhibitrices de facteurs du pouvoir pathogène [93].  

 Des protéines-cibles d’effecteurs modifiés [94].  

 

 Lutte biologique : 

Dans le cas du feu bactérien, la production des antibiotiques et la compétition pour l’espace et 

les nutriments sont considérés les principaux mécanismes employés par les antagonistes 

bactériens pour lutter contre Erwinia amylovora [95;96; 97].Actuellement, plusieurs produits 

à base des organismes antagonistes sont disponibles ou en cours de développement pour la 

gestion de la maladie du feu bactérien, ils comprennent les souches de P. agglomerans et 

Bacillus subtilis et des levures comme A. pullulans, Candida sake, et Metschnikowia 

pulcherrima. [98]. P. fluorescens est devenu le premier antagoniste disponible dans le 

commerce pour la gestion du feu bactérien [96]. 
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I.3 - Généralités sur Le Romarin (Rosmarinusofficinalis L.) : 

 Le Romarin est une plante des coteaux arides garrigues et lieux rocheux de la région 

méditerranéenne et même un peu plus au Sud jusqu’aux confins sahariens depuis l’antiquité, 

il est employé pour améliorer et stimuler la mémoire encore aujourd’hui en Grèce, les 

étudiants en font bruler dans leurs chambres en période d’examens [99]. 

I.3.1- Classification du Romarin : 

La classification botanique place le Romarin comme suit : [100]. 

Règne : ……………………végétal. 

Sous-règne : ………………Trachéophytes. 

Embranchement : …………Spermaphytes ou Phanérogames. 

Sous-embranchement : …...Angiospermes. 

Classe : …………………...Dicotylédones. 

Sous-classe : ……………...Asteridae. 

Ordre : …………………… Lamiales. 

Famille : …………………..Lamiaceae. 

Genre : ……………………Rosmarinus. 

Espèce : …………………..Rosmarinus officinalis L.  

 

I.3.2- Description botanique de Romarin :  

 

 Le romarin est un arbrisseau de la famille des lamiaceae, très rameuse, très feuillée 

[101]. En général, la plante mesure de 60 cm à 1,5m. Les feuilles persistantes ressemblent à 

de fines aiguilles ; leur face supérieure est vert foncé et leur face inférieure blanchâtre.Tige à 

l’écorce grisâtre, écailleuse et fissurée, se divisant en rameaux opposés tortueux, nœuds 

distancés de 0,5 à 2 mm [102]. De minuscules fleurs bleues pâle, lavande ou parfois blanches 

regroupés en petits bouquets [103].  
 

Le calice en cloche, bilabié, poudré, blanchâtre, corolle en entonnoir, stigmate entier, 2 

étamine fertiles. Akènes bruns groupés par 4. C’est une plante hermaphrodite ; floraison 4 fois 

par an : janvier, avril, juillet et octobre, polonisée par les insectes [101]. Le romarin a une 

odeur légèrement camphrée et une saveur piquante. La récolte se fait pendant et après la 

floraison, moment où les feuilles sont le plus aromatiques (figure 9) [103].  
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Figure 10 : Aspects morphologiques du Rosmarinus officinalis [104]. 

I.3.3- Composition chimique de romarin : 

L’huile essentielle du romarin (1 à 2% dans la plante) contient : de l’α-pinène (7 à 80%), de la 

verbénone (1 à 37%), du camphre (1 à 38%), de l’eucalyptol (1 à 35%), du bornéol (4 à 19%), 

de l’acétate de bornyle (jusqu’à 10%) et du camphène.  

En plus de l’huile essentielle on trouve dans le romarin : 2 à 4% de dérivés triterpéniques tels 

que : l’acide ursolique, l’acide oléanolique, l’acétate de germanicol ; des lactones 

diterpéniques : picrosalvine, dérivés de l’acide carnosolique, rosmanol, rosmadial, des acides 

phénoliques, des acides gras hydroxylés surtout des dérivés de l’acide décanoïque, des acides 

gras organiques : 

L’acide citrique, glycolique et glycérique, des stérols, de la choline, du mucilage [105] et de la 

résine [106]. 

Le criblage phytochimique de l'extrait ethanolique des parties aériennes du romarin a indiqué 

la présence des flavonoïdes, des tannins et des saponines, et l’absence des alcaloïdes détecté 

dans l’extrait aqueux. Les flavonoïdes détectés par la chromatographie sur couche mince 

(CCM) sont la quercétine et le kaemphérol [107]. 
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I.3.4- Propriétés pharmacologiques et thérapeutiques du romarin : 

Cette plante est utilisée en médicine en raison de ses différentes propriétés : 

 Antibactérienne : 

 Afin de chercher de nouveaux antibiotiques et des agents antimicrobiens, une autre 

étude a été élaborée par examiner les effets antimicrobiens des extraits des composés isolés de 

certaines plantes, sur l’ensemble de 29 bactéries et levures avec pertinence dermatologiques. 

L’extrait obtenu par le dioxyde de carbone (CO2) supercritique du Romarin, a présenté un 

large spectre antimicrobien.la croissance de 28 sur 29 germes a été empêchée par cet extrait 

d’acide carnosique [108]. 

 Antifongique : 

 En utilisant la technique standard de diffusion sur gélose, ont évalué l’activité 

biologique de 11 huiles essentielles y compris celle du Romarin, les résultats ont montré que 

ces huiles ont une activité inhibitrice modérée sur les cinq levures (Candida albicans, 

Rhodoto rulaglutinis, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia 

lipoyitica) examinées [109]. 

 Anti spasmolytiques, diurétiques, hépato protectrices, soulagement des désordres 

respiratoires [110]. 

 Antimutagéniques, antioxydantes, chémopréventives [111]. 

 Anti-inflammatoires, antimétastasiques [112]. 

 Inhibition de la genèse des tumeurs mammaires [113] et la prolifération des tumeurs 

cutanées. 

 D’autres études montrent que les composants du romarin inhibent les phases 

d'initiation et de promotion de cancérogénèse [114]. 

 Carnosol du romarin possède une activité antivirale contre le virus du SIDA (HIV) 

Alors que l’acide carnosique a un effet inhibiteur très puissant contre la protéase de 

HIV-1 [115]. 
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II.1. Lieu d’étude :  
Le présent travail a été réalisé au niveau du laboratoire de mycologie et de bactériologie de 

la Station Régionale de la Protection des Végétaux de Boufarik (Wilaya de Blida). 

                                   Figure11 : L’organigramme d’INPV de Boufarik. 

II.2- Matériel biologique : 

II.2.1- Matériel phytopathogènes : 

a. Isolats fongiques  

Le matériel fongique utilisé dans notre étude est constitué de deux isolats du genre Fusarium 

isolés à partir des plantules de céréales (blé dur) et des échantillons de rameaux d’agrumes 

(oranger variété Thompson) infectés lors des analyses de proximité de la SRPV de Boufarik. 

b. Souche bactérienne   

La souche bactérienne utilisée lors de notre expérimentation est représentée par Erwinia 

amylovora isolée à partir des fleurs, des pédoncules floraux et des rameaux de pommier 

infectés obtenues dans le cadre des analyses de proximité de la SRPV de Boufarik. 

II.2.2- Matériel végétal :  

Le matériel végétal est représenté par les feuilles de romarin (Rosmarinus officinalis L.).  La 

collecte des plantes a été effectuée au début du mois de mars 2017 au niveau de la SRPV de 
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Boufarik ; le matériel végétal a été séché à l’obscurité et à la température ambiante dans un 

endroit sec et aéré. 

II.2.3- Matériel de laboratoire : 

Le matériel utilisé durant notre expérimentation : Verrerie, Réactifs et préparations, Les 

appareils (Annexe I), (Annexe II). 

II.3- Méthodes de travails :   

II.3.1- Isolement et identification des isolats phytopathogènes : 

II.3.1.1- Isolats fongiques : 

1) Milieu de culture 

Le milieu de culture utilisé pour l’isolement des souches fongiques, est le milieu PDA 

(Potatos Dextros Agar), (composition, Annexe 3). Ce dernier est un milieu très favorable 

pour le développement des Champignons notamment ceux du genre Fusarium pour sa 

richesse en éléments nutritifs particulièrement le glucose et l’amidon. [116]. 

2) Technique d’isolements : 

La technique consiste à rincer les échantillons représentés par les graines de Blé et les 

rameaux d’agrumes avec l’eau du robinet pour éliminer les débris des végétaux et du sol , en 

suite les passer dans un bain d’hypochlorite de sodium (eau de javel) à 2°C pendant 4 minutes 

dans le but de l’élimination des souches saprophytes. Suite à cela, rincer les échantillons dans 

trois bains d’eau distillée stérile pendant 5 minutes chacun, ensuite les séchés sur papier 

wattman stérile. 

Enfin, déposer les échantillons dans des boites de pétri contenant le milieu PDA a raison de 

cinq (05) graines ou fragments par boite ensuite fermées par parafilme. Les boites sont ensuite 

incubées dans l’étuve à une température de 25°C. 

3) Purification : 

La purification de ces champignons a été réalisée après repiquages consécutifs par 

transplantation des disques mycéliens de chaque isolat dans des boites de Pétrie contenants le 

milieu PDA. 

II.3.1.2- Souche bactérienne : 

1. Milieu de culture : 
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Le milieu de culture utilisé lors de notre travail et le milieu levane semi sélectif d’E. 

amylovora; (composition, Annexe 3). [117]. 

2. Echantillonnage et isolement de la bactérie :  

Les parties de végétal présentant des symptômes typiques du feu bactérien ont été 

Sélectionner, désinfecter superficiellement à l’aide de coton imbibé d’alcool (éthanol à 70%)  

pour éliminer les souches saprophytes ;  En suite ils ont été découper à l’aide d’un scalpel 

stérilisé en petit fragments et les déposé dans un flacon stérile dans le quel a été ajouté 2 ml 

d’eau physiologique stérile (0.85 %), suite à cela les laisser en macération  environ 20 

minutes, un agitateur Ping Ponge (Annexe 2) à la température ambiante. 

L’isolement de la bactérie a été réalisé par étalement de la suspension végétale par 

épuisement en 3 secteurs à l’aide d’une pipette de Pasteur préalablement désinfectée dans de 

l’alcool (éthanol à 70°) et flambée. Les boite de pétri ont été incubées à 27°C pendant 48 h 

3. Repiquage et identification :   

Les colonies présentant des caractéristiques macroscopiques typiques d’E. amylovora ont été 

repiquées dans des boites contenant le milieu levane. Pour compléter leur identification. 

3.1- Tests Biochimiques d’identification  

 Test à la potasse indicatrice du GRAM : 

 Déposer une goutte d’une solution aqueuse à 3% de KOH sur une lame de microscopie. Faire 

une émulsion d’une anse de culture bactérienne âgée de 24 à 48 heures avec la solution. Le 

gram est considéré négatif s’il y a formation de filament en soulevant l’anse. Le gram est 

considéré positif en l’absence de filament. [118]. 

 Test coloration de Gram : 

Cette méthode met en évidence des différences de structure, de composition chimique des 

parois bactériennes et leur réactivité vis-à-vis des colorants de GRAM. 

La fixation de la bactérie à tester est réalisée à la chaleur et en présence d’une goutte d’eau 

distillée stérile après la préparation du frottis par étalement d’une culture bactérienne âgée de 

24 heures sur une lame. Les frottis fixés sont d’abord colorés au violet de gentiane, suivi par 

l’application d’une solution de lugol. La décoloration est effectuée par un lavage des lames à 

l’alcool 95°. 
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Après un lavage abondant avec un jet d’eau distillée stérile, le frottis subit une deuxième 

coloration à l’aide d’une solution de fuschine basique. Ont réalisé ensuite une observation des 

frottis au microscope optique grossissement 1000 X. Les isolats ayant une coloration violette 

sont Gram positif tandis que ceux présentant une coloration rose sont Gram-négatifs [119]. 

 Test de mise en évidence de l’activité cytochrome C oxydase : 

Déposer une goutte d’une solution aqueuse à environ 1% d’oxalate de N, N, diméthyl 

paraphénylène diamine, préparée extemporanément, sur du papier buvard. Faire une émulsion 

immédiate d’une anse de culture sur le buvard imbibé. Il est également possible d'utiliser des 

réactifs prêts à l'emploi (Dry slide oxidase™ par exemple) ou un autre dispositif équivalent. 

L’apparition d’une coloration rose violacée atteste de l’activité du cytochrome C oxydase. 

Dans ce cas le test est considéré positif. Le test est négatif en l’absence de coloration. [120]. 

 Test catalase : 

 Le test catalase sert à démontrer si la bactérie possède l’enzyme catalase servant à 

décomposer le peroxyde d’oxygène (H2O2). Sur une lame en verre stérile, une goutte de 

peroxyde d’hydrogène (3%) est déposée à l’aide d’une pipette pasteur stérile. Les isolats 

bactériens âgés de 24 heures sont déposés dans la solution de peroxyde d’hydrogène à l’aide 

d’une anse à ensemencer en plastique stérile. Après 2 minutes, la présence de bulles révèle le 

dégagement d’oxygène et par conséquent une réaction positive. [119].  

 Test de fluorescence sur KB : 

Prélever une colonie âgée de 24 à 72 heures. Ensemencer en stries une boite de Pétri 

contenant du milieu KB. Incuber pendant environ 48 heures à 25°C (+/- 3°C) et révéler 

l’éventuelle fluorescence en éclairant la boite avec la lampe à UV dans une pièce noire. Le 

test est positif si apparition de fluorescence allant du vert au bleu. Il est négatif en l’absence 

de fluorescence. [121]. 

 Test de mise en évidence du métabolisme oxydatif/fermentatif du glucose : 

A l’aide d’un fil de platine stérilisé à la flamme, prélever une colonie (âgée de 24 à 72 

heures). Ensemencer deux tubes gélosés contenant le milieu Hugh et Leifson par piqûre 

centrale. Mettre un des deux tubes en conditions d’anaérobiose en ajoutant une couche 

d’environ 1 cm d’huile de vaseline stérile à la surface du tube. Incuber pendant 48 à 72 heures 

à la température de 25°C (+/- 3°C). 

 Lorsque les deux tubes virent au jaune, la bactérie est dite « fermentative ». 
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 La bactérie « oxydative » du glucose n’acidifie pas le tube en anaérobiose 

(absence de changement de couleur) alors qu’une acidification débute à la 

surface du tube en aérobiose (couleur jaune). 

 Les bactéries inertes ou inactives cultivent peu ou pas dans le tube en 

anaérobie. En aérobie, une culture est observée sans modification de pH ou 

avec une faible alcalinisation en surface (virage au bleu). [122]. 

 Production d’Indole par les bactéries : 

Une culture bactérienne âgée de 24 h sur le milieu Urée-indole liquide en tubes est déposée à 

l’aide d’une anse à ensemencer. A la suite de l’incubation, trois gouttes de réactif de Kovac 

sont ajoutées, la lecture est immédiate, la présence d’un anneau rouge en surface indique une 

production de l’indole par la bactérie à partir d’un acide aminé qui est le tryptophane [123]. 

Le milieu d’Urée – indole est un milieu complexe qui fournit un ensemble de résultats utiles à 

l’indentification de nombreux germes bactériens [123] 

 Croissance à 39°C : 

 A partir d’une culture bactérienne, une suspension bactérienne est préparée dans le milieu 

levane. Après incubation pendant 24 à 72h ; s’il y a développement de la bactérie le test est 

positif ; [121]. 

 Test d’arginine Dihydrolase 

Le test arginine dihydrolase sert à déterminer si la bactérie transforme l’arginine (un acide 

aminé) à l’aide de l’enzyme arginine dihydrolase.  Inoculer le milieu de culture semi-liquide 

arginine.  Ajouter environ 1 cm d’huile minérale stérile.  La réaction se fait en condition 

anaérobique. Incuber à 26o C pour 48 heures. Suite à l’incubation, lire la réaction obtenue. 

Une réaction positive indique qu’il y a eu transformation de l’arginine par l’enzyme arginine 

dihydrolase [123]. 

 Test de mise en évidence de l’activité levane sucrose : 

Prélever une colonie (âgée de 24 à 72 heures). Ensemencer en stries une boite de Pétri 

contenant du milieu levane. Incuber pendant environ48 heures à 25°C (+/- 3°C). L’apparition 

d’une culture abondante, bombée, muqueuse, blanche et brillante après 1 à 2 jours à 25°C± 

3°C, indique une activité levane sucrase (test positif). En l’absence de ces caractéristiques, le 

test est négatif. [124]. 
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3.2. Test biologique : 

 Test d’hypersensibilité et de pathogénicité sur tabac (HST) : 

 Injecter une suspension bactérienne dense à environ 109 ufc/ml d’une culture jeune (24 à 48 

heures) entre l’épiderme et le parenchyme palissadique d’une jeune feuille de tabac à l’aide 

d’une seringue. Le test est considéré positif s’il apparaît au bout de 24 heures, une plage 

nécrotique correspondant à la zone infiltrée. Le test est négatif si aucune réaction n’est 

observée [121]. 

3.3. Test sérologique  

 Immunofluorescence (IF) 

 Test d'immunofluorescence indirecte pour les bactéries pathogènes des plantes  :  

 Préparation des tampons 

Les tampons doivent être préparés selon la recette du fournisseur du Kit s’il existe une recette, 

sinon on le prépare selon la recette standard la conservation est au maximum un mois. 

 Tampon IF [solution saline tamponnée au phosphate 10 mm (PBS), pH 7,2] 

Ce tampon est utilisé sur tout pour la dilution des anticorps (Annexe 3) 

 Préparation des échantillons 

Préparer des dilutions décimales (1/10, 1/100) de l’extrait de l’échantillon ou de la suspension 

bactérienne dans le tampon d’extraction ou le PBS. 

Pour la suspension bactérienne ajouter la crème bactérienne à (03 ml) du tampon d’extraction 

ou au tampon PBS, agiter puis centrifuger 10 minutes à 1200 tours par minute. Jeter le 

surnageant et récupérer le culot et rajouter 1 à 3 ml de tampon d’extraction ou de  PBS, refaire 

l’opération deux à trois fois. 

Récupérer la solution mère et Préparer des dilutions décimales (1/10, 1/100). 

 Préparation des lames de test  

Marquer les références de l’échantillon et la date sur la lame par un crayon.                                   

Pipeter un volume standard mesuré (15 à 20 µl) est approprié pour le diamètre de puits de 6 

mm - augmenter le volume pour les puits plus grandes de l'extrait d'échantillon de la solution 

mère de la suspension bactérienne et chaque dilution sur une rangée de fenêtres. La deuxième 

ligne peut être utilisée en double ou pour un second échantillon 2. 
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Déposer le même volume (15 à 20 µl) du témoin positif et du témoin négatif (tampon IF) en 

deux répétitions dans les puits. 

 Fixation des cellules bactériennes 

Fixer les cellules bactériennes sur la lame soit par flambage ou chauffage (30 min à une 

température maximale de 50 ° C) puis en recouvrant les puits (lame) avec de l'éthanol (>70% 

ou 95%) pendant 3 min ou selon des instructions spécifiques des fournisseurs des anticorps 

puis sécher a l’air libre. 

Les lames doivent être utilisées de préférence le plus tôt possible, mais si nécessaire, les lames 

fixées peuvent être conservées dans une boîte desséchée (jusqu'à un maximum de 3 mois) 

avant d'effectuer d'autres essais (Figure 11). 

 

Figure 12 : dépôts de suspension bactérienne sur lames (IF). 

 IF- Procédure :  

Nous avons réalisé plusieurs préparations pour l’observation microscopique de la lame   

 Préparer un ensemble de deux dilutions de l'anticorps (coating and conjugate) dans le 

tampon IF (PBS),  

 Disposez les lames sur du papier absorbant humide. Couvrir complètement chaque 

puits de test avec la dilution d'anticorps. Le volume d'anticorps appliqué sur chaque 

fenêtre doit être au moins le volume d'extrait appliqué (15 à 20 µl). 

 La procédure suivante doit être effectuée en l'absence d'instructions spécifiques des 

fournisseurs des anticorps. 

 Incuber les lames sur du papier humide sous un couvercle (obscurité) pendant 30 min 

(± 10 min) à température ambiante (18-25 ° C). 

 Rincez soigneusement avec le PBS puis Laver en immergeant pendant environ 5 min 

dans du le tampon de lavage puis le tampon IF. 
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 Évitez de provoquer des transferts de gouttelettes qui pourraient entraîner une 

contamination croisée. Enlevez délicatement l'excès d'humidité en tamponnant la lame 

doucement. 

 Disposez les lames sur du papier humide. Couvrir les puits avec la dilution de 

conjugué. Le volume de conjugué appliqué sur les puits doit être au moins le volume 

d'anticorps appliqué (15 à 20 µl). 

 Incuber les lames sur du papier humide sous un couvercle pendant 30 min (± 10 min) 

à température ambiante (18-25 ° C). 

 Rincer, laver et sécher la lame comme avant. 

 Pipeter 5-10 µL de glycérol phosphate tamponné ou un anti-décolorant commercial 

sur chaque puits ou distribuer une quantité suffisante sur la lame, appliquer une 

lamelle couvre-objet et éviter l'exposition des lames à un excès de lumière. 
 

 Lecture du test IF 

Examiner les lames de test sur un microscope à épi fluorescence à l'aide de filtres et d'une 

source lumineuse appropriés, sous huile immersion ou glycérol à l'eau d’immersion à un 

grossissement de 500-1000 fois. Numérisez les puits sur deux diamètres et autour du 

périmètre. Pour les échantillons ne montrant pas ou un faible nombre de cellules, observer au 

moins 40 champs de microscope. 

Observer les cellules fluorescentes brillantes avec la morphologie caractéristique de 

l'organisme cible dans les puits des échantillons à tester. 

II.3.2- Préparation des extraits de romarin « Rosmarinus officinalis » : 

II.3.2.1- Préparation de l’extrait aqueux de romarin : 

L’extrait aqueux a été obtenu par décoction de 50 g de plantes séchées dans 500 ml d’eau 

distillée. Cette opération a été réalisée au niveau de l’autoclave à 120°C pendant 20 minutes 

dans des fioles bien fermées et cela, afin d’éviter toute forme de contamination provenant des 

plantes. L’extrait est récupéré par filtration sur papier Wattman stérile sous hotte aspirante. Le 

filtrat obtenu a été récupéré dans des flacons en verres stériles hermétiquement fermés et 

conservés au réfrigérateur à 4°C jusqu’à son utilisation aux concentrations 50 % et 100% pour 

la solution mère de romarin [125 ; 126]. 

Deux concentrations (100% et 50%) de l’extrait aqueux de romarin ont été retenues pour cette 

étude et correspondent respectivement aux doses D1 = 100% et D2 50%. 
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Une quantité suffisante des extraits de romarin ainsi que leurs dilutions a été ajoutée aux 

flacons contenant les milieux PDA et levane suivie par une légère agitation pour 

homogénéiser le milieu de façon à obtenir dans chaque boite de pétri 20ml de milieu et 5 ml 

d’extrait. En ce qui concerne les témoins, l’extrait a été remplacé par l’eau distillée stérile. 

Chaque dilution a été répétée trois fois pour chaque isolat phytopathogènes. 

II.3.2.2- Extraction de l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis : 

La méthode d’extraction la plus utilisée pour les huiles essentielles est l’hydro distillation, car 

c’est une méthode qui est très simple d’une part. D’autre part, parce que l’eau est un bon 

solvant qui capte les produits les plus subtiles et les plus fragiles élaborés par le végétal et 

sans altérer leur qualité et leur composition chimique en maîtrisant la température et la 

pression pendant le procédé [127]. 

 L'extraction de l'huile essentielle du Rosmarinus officinalis a été effectuée en utilisant un 

appareil de type Clevenger (annexe 2). 

a) Mode opératoire : 

Nous avons placé, dans un ballon de 2 litres, 600 ml d’eau déminéralisée et 150 à 200 g du 

romarin. Nous avons mis en fonction le réfrigérant en réglant le débit d’eau et le contenu du 

ballon à chauffer (ébullition douce) pendant 3 à 4 heures. Les vapeurs chargées d’huile 

essentielle traversant le réfrigérant sont condensées et chutées dans une ampoule à décanter, 

l’eau et l’huile se sont séparées par différence de densité. Les huiles essentielles sont 

récupérées dans de petits flacons en verre, opaques fermés hermétiquement pour les préserver 

de l’air et de la lumière, et conservées à 4°C. Cependant l’hydro distillation possède des 

limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant engendre une détérioration de certains 

végétaux et la dégradation de certaines molécules aromatiques [128]. 

b)  Calcul du rendement : 

Selon la norme [129], le rendement en huile essentielle (Rd), est défini comme étant le rapport 

entre la masse de l’huile essentielle obtenue après extraction (M') et La masse de la matière 

végétale utilisée (M). Il est donné par la formule suivant :  

Rd =   
𝑴′

𝑴
  X100 

Rd : Rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage (%) ; 

M’: Masse de l’huile essentielle obtenue en gramme (g) ; 
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M : Masse de la matière végétale sèche utilisée en gramme (g). 

c) Préparation des dilutions d’huile essentielle : 

L’huile essentielle de Rosmarinus Officinalis n’est pas miscible à l’eau, elle flotte au-dessus 

du bouillon de culture et le contact avec les bactéries n’est pas bon. Pour remédier à cela, nous 

avons utilisé un émulsifiant : le Tween 80. Les huiles essentielles ont été diluées en série 

allant de C1 = 100%, C2 = 75%, C3 = 50% et C4 = 25% dans le tween 80 [130 ; 131]. 

II.3.3- Activité in vitro de l’extrait aqueux de romarin sur l’isolat de champignon : 

II.3.3.1- Etude du pouvoir antifongique in vitro de l’extrait aqueux du romarin : 

Le pouvoir antifongique in vitro a été basé sur l’inhibition de la croissance mycélienne, de la 

sporulation et de la germination des deux isolats de Fusarium. 

II.3.3.1.1- Inhibition de la croissance mycélienne : 

L’inhibition de la croissance mycélienne a été basée sur la méthode de contact direct, décrite 

par [132]. Ainsi, à l’aide de pipettes Pasteur stériles, un disque d’inoculum de 5 mm de 

diamètre de chaque isolat a été prélevé séparément puis déposé au centre des boites de pétri. 

L’incubation des boites ainsi préparées se fait dans l’étuve réglée à la température de 25°C 

pour évaluer la croissance mycélienne. Après une durée d’incubation de 04 jours, en calculant 

la moyenne des deux diamètres mesurés sur deux axes perpendiculaires tracés au revers des 

boites de culture. 

 Le taux d’inhibition de la croissance mycélienne a été déterminé pour chaque isolat de 

Fusarium selon la formule décrite par [133 ; 134]. 

I% =    
(𝑫𝑻−𝑫𝑷𝑨)

𝑫𝑻
   X100 

                                                                       

IC : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne en %. 

DT : croissance mycélienne de l’agent phytopathogènes témoin (mm). 

DPA : croissance mycélienne de l’agent phytopathogènes traité (mm). 

II.3.3.1.2-  Inhibition de la sporulation et de la germination : 

Les taux d’inhibition de la sporulation ont été déterminés après une période d’incubation 

de 08 jours de croissance des isolats de Fusarium en contact directe. Ce qui consiste à 

verser 10 ml d’eau distillée stérile dans chaque boite de culture d’isolat de Fusarium 

puis, racler cette dernière à l’aide d’une pipette pasteur stérile pour récupérer les 
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suspensions des conidies dans des tubes à essai stérilisés. Ces derniers ont été soumis à 

l’agitation à l’aide d’un agitateur de tubes vortex (Annexe 2). Les suspensions des 

conidies de chaque isolat phytopathogènes issues de la confrontation directe, ainsi que 

celles des isolats témoins ont fait l’objet de détermination de la concentration en conidies 

par le biais d’une cellule de Malassez sous microscope optique. Ainsi, les taux 

d’inhibition de la sporulation ont été déterminés pour chaque isolat de Fusarium selon la 

formule décrite par [135 ; 136]. 

IS (%) =   
(𝑺𝑻−𝑺𝒕)

𝑺𝑻
 X100 

                                                                     

IS : Taux d’inhibition de la sporulation en %. 

ST : Concentration en sporanges de l’inoculum témoin (nombre des conidies /ml). 

St : Concentration en sporanges de l’inoculum traité (nombre des conidies /ml). 

D’autre part, la détermination des taux d’inhibition de la germination repose sur la préparation 

de suspensions des conidies de l’ordre de 105 conidies/ml pour chaque isolat de Fusarium.  

La germination IG a été déterminée pour les deux isolats de Fusarium à raison de trois 

répétitions pour chaque isolat, en utilisant la formule décrite par [137] : 

IG (%) =  
(𝑵𝑻−𝑵𝑷𝑨)

𝑵𝑻
   X 100 

                                                                     

IG : Taux d’inhibition de la germination en %. 

NT : Concentration en sporanges germés de l’inoculum témoin (nombre de spore 

germés/ml). 

NPA : Concentration en sporanges germés de l’inoculum traité (nombre de spore germés/ml). 

II.3.3.1.3- Analyses statistiques : 

L’analyse statistique (tableaux, histogrammes) des donnés traité par un logiciel Excel stat 

2007 pour la détermination de la signification des résultats. 

II.3.4- Activité in vitro de l’extrait aqueux de romarin sur l’isolat de bactérie : 

II.3.4.1- Méthode de contact directe : 

A l’aide d’une pipette Pasteur stérile, la crème bactérienne a été ensemencée par des stries 

dans des boites contenant le milieu Levane ainsi que les extraits comme décrit préalablement. 
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L’incubation des boites ainsi préparées se fait dans l’étuve réglée à la température de 27°C 

pour évaluer le développement bactérien pendant 72 heures. 

II.3.4.2- Méthode de dilution : 

La gamme de concentration de l’extrait aqueux du romarin a été préparée dans sept tubes à 

essais par la méthode de dilution selon une progression géométrique de raison 10-1 à 10-7, plus 

le témoin et la pure. 

Dans une série de tubes, a été introduite 1ml de l’inoculum bactérien pur. Ensuite, ces tubes 

ont été incubés à 27 °C pendant 24 h.  

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration de la substance 

pour laquelle il n’y a pas de croissance visible à l’œil nu après un temps d’incubation de 24 h.  

Sa détermination a été faite par observation du trouble induit par la croissance des germes 

étudiés dans chaque tube. La CMI a été la plus petite concentration pour laquelle il n’y a pas 

eu de trouble observé à l’œil nu. [138]. 

II.3.5-Evaluation de l’activité antimicrobienne de l’HE de Rosmarinus officinalis : 

a) Méthode de diffusion en milieu gélosé  

Pour évaluer l’activité antimicrobienne des HE, nous avons adopté la méthode de diffusion 

sur milieu gélosé en utilisant des disques stériles en cellulose : appelée aromatogramme. Le 

principe de la méthode est tiré à partir du titrage des antibiotiques [139]. 

b) Principe  

 Le principe consiste à estimer l’inhibition de la croissance des microorganismes (bactéries et 

champignons). Soumis au contact de l’huile essentielle et ceci par méthode de diffusion en 

milieu gélosé. Ce test est effectué par dépôt des disques en papier buvard stériles de 6mm 

imprégnés d’une quantité de 25 µl de l’huile essentielle sur un milieu gélosé préalablement 

ensemencé par étalement pour les bactérie et repiquage pour les champignons [140]. 

c) Préparation des disques  

Les disques sont préparés à partir du papier wattman N3 de 6 mm de diamètre, ensuite elles 

sont mises dans un tube à essai, stérilisés à l'autoclave 20minutes à 120°C, puis stockés à une 

température ambiante (le tube à essai est hermétiquement fermé). 

d) Préparation de l’inoculum : 
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A partir d’une jeune culture de 18 heures pour les bactéries, en prélevant 3 à 5 colonies bien 

isolées et identiques dans 1ml d’eau physiologique stérile, on agite au vortex pendant 

quelques secondes. 

e) Ensemencement et repiquage des boites de Pétri : 

 On a pris 100 µl de la suspension d’E. amylovora puis on étale par le rato sur une boite de 

Pétri stérile contenants le milieu levane, repiquages de Fusarium sp par transplantation 

successive des disques mycéliens de chaque isolat dans des boites de Pétrie contenants le 

milieu PDA. 

f) Dépôt de disques : 

 Les disques absorbants stériles d’environ 6mm de diamètre sont imprégnés d’huile essentielle 

puis déposés à l’aide d’une pince stérile à raison de 3 disques par boite de Pétri (figure 12). Le 

témoin correspond aux disques imprégnés par le tween 80 à 30%. 

Les trois disques/boite correspondent à des répétitions. Les boites de Pétri sont ensuite 

fermées par parafilme pour les souches de Fusarium sp et laissées diffuser à température 

ambiante pendant 30 minutes et mises à l’étuve à température de 27 – 28°C pendant 24 à 48 

heures pour les bactéries, et 27 à 28°C pendant une semaine pour les champignons. 

 

Figure 13 : Principe de la méthode de diffusion par disque. 

 

g) Lecture : 

- La lecture de l’activité antifongique de l’HE est évaluée par rapport à la croissance radiale 

exprimée en pourcentage d’inhibition du mycélium par des composés volatiles, en 

utilisant la formule décrite par [119]. : 
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PI      =   
𝑫𝑪−𝑫𝑻

𝑫𝑪
     X 100 

 

PI : pourcentage d’inhibition. 

Dc : le diamètre moyen de la croissance mycélienne du champignon non traité en mm.  

Dt : le diamètre moyen de la croissance mycélienne. 

- La lecture de l’activité antibactérienne se fait par la mesure du diamètre de la zone  

D’inhibition autour de chaque disque à l’aide d’un pied de coulisse ou une règle en (mm). Les 

résultats sont exprimés par le diamètre de la zone d’inhibition et peut être symbolisé par des 

signes d’après la sensibilité des souches vis à vis des huiles essentielles. [141]. 

Le diamètre des zones d’inhibition (ZI), nous permet d’estimer la résistance ou la sensibilité 

des différents germes testés par l’HE, pour classer les germes nous avons utilisé les normes 

(Tableau2) établies par [141]. 

Le classement des bactéries et des champignons se fait dans l’une des catégories : sensible ou 

résistante. 

Le résultat de cette activité est exprimé par le diamètre de la zone d’inhibition et peut être 

symbolisé par des croix (tableau 2). 

Tableau 1 : Les diamètres d’inhibition et leurs degrés de sensibilités [141]. 

Diamètre de la zone d’inhibition Le dégrée de la résistance 

D<5mm Souche  résistante (-). 

6mm ≤ D≤ 11mm Souche sensible (+). 

12mm ≤ D≤ 16mm Souche  très sensible (++). 

D˃17 mm Souche  extrêmement sensible (+++). 

 

II.3.5.2-Analyse statistique  

Pour faire les analyses statistiques, nous avons utilisé le logiciel [XL STAT (2013) et Statistica 

(ver. 06)]. Basée sur le test de Tukey (HSD). 
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III.1-Résultats  

III.1.1-Description morphologique des souches de Fusarium sp : 

D’après les observations macroscopiques de la souche de Fusarium de blé dur, nous avons 

enregistré les caractères suivants : couleur jaune pâle, Filamenteux, laineux (Tableau 3 et 

Figure13). Alors que pour la souche d’agrume, les observations macroscopiques, ont révélé la 

présence des caractères suivants : couleur rose, circulaire, laineux 

 Tableau 2 : Les caractères macroscopiques des souches de Fusarium sp. 

 Couleur Forme Texture 

Fusarium B Jaune pale Filamenteux Laineux 

Fusarium A Rose Circulaire Laineux 

 

    
 

Figure14 : Résultat d’isolement, (B) souche blé dur, (A) souche d’agrumes. 

 

III.1.2. 1- Isolement et obtention des isolats d’Erwinia amylovora : 

Après le prélèvement des échantillons, nous avons isolé les bactéries à partir des endroits 

différents : Feuille, les jeunes rameaux.                                                     

 Les colonies présentant les caractéristiques recherchées ont été sélectionnées et de ce fait, 

nous avons pu collecter des colonies pures à partir de milieu levane. 

III.1.2. 2-Description morphologique des colonies d’Erwinia amylovora :                      

D’après les observations macroscopiques, les colonies typiques ont les caractères décrits ci-

après. 
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- Sur levane : les colonies apparaissent après 48 heures, crème circulaires bombées ; lisses et 

muqueuses, brillantes avec un halo de couleur plus foncée à la périphérie de la colonie (Figure 

14A). 

- Sur KB : les colonies apparaissent après 48 heures de couleur crème, circulaires tendant à 

s’étaler et, non-fluorescentes (sous UV à 365 nm). (Figure 14B) 

 

 

Figure 15 : aspects des Colonies d’Erwinia amylovora, 

sur milieu levane (A), sur milieu KB (B), 

III.1.2.3-Identification d’Erwinia amylovora:            

III.1 .2.3.1-Tests Biochimiques: 

 Test à la potasse indicatrice du GRAM : 

Les bactéries à Gram négatif provoquent une augmentation de la viscosité du KOH et forme 

un filament mucoïde lorsqu'il est relevé à partir de la lame. Ce procédé utilise la destruction 

rapide de la paroi cellulaire des bactéries à Gram-négatif dans une solution alcaline, libérant 

l'acide désoxyribonucléique, ce qui provoque la viscosité de la solution. (Figure15) 
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Figure16 : Résultat test de Potasse (KOH) 3%. 

 Test de coloration de Gram : 

L’observation des bactéries sous microscope optique donne des résultats de coloration de 

Gram négative, les bactéries apparaissent de couleur rose et en forme de bâtonnet confirmant 

ainsi l’identification. (Figure16). 

 

              Figure 17 : Résultat du test coloration de Gram- . 

 Test de mise en évidence de l’activité cytochrome C oxydase : 

Concernant les résultats du test de production de cytochrome oxydase par nos bactéries, ils se 

sont révélés négatives (absence de coloration) (Figure17) 



Chapitre III : Résultats et Discussion 
 

37 
 

 

Figure 18 : Résultat de l’activité cytochrome oxydase. 

 Test catalase : 

La présence de bulles(Effervescence) révèle le dégagement d’oxygène et par conséquent une 

réaction positive, donc L’enzyme catalase est produite en abondance par les bactéries ayant 

un métabolisme respiratoire qui détruit les peroxydes et libère de l’oxygène, (Figure 18) 

 

Figure 19 : Résultat du test catalase. 

 Test de fluorescence sur KB : 

 Les résultats de cette expérience nous ont indiqué que nos bactéries n’ont pas données des 

fluorescences allant du vert au bleu sous lumière UV. Le test de fluorescence sur milieu King 

B est négatif pour l’ensemble des isolats. (Figure19). 
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Figure 20 : Observation de fluorescence sur King B. 

 Test de mise en évidence du métabolisme oxydatif/fermentatif du glucose  : 

Les résultats du test de mise en évidence du métabolisme oxydatif et fermentatif montrent que 

les tubes testés, des différents isolats, soumis aux conditions d’aérobioses et d’anaérobioses 

changent tous leurs couleurs vers le jaune. Ceci prouve que les tests sont tous positifs et que 

nos bactéries sont toutes fermentatives. La souche testée révéle qui sont de bactérie anaérobie 

facultative. (Figure 20) 

 

Figure 21 : Résultat de métabolisme du glucose, A) après l’ensemencement, B) avant 

l’ensemencement (témoins). 

 Production d’Indole par les bactéries : 

Concernant les résultats du test de production d’indole par nos bactéries ; ils se sont révélés 

négatifs, les bactéries isolées n’ont pas synthétisé l’enzyme tryptophanase qui dégrade l’acide 

aminé Tryptophane. Ces résultats concordent avec notre diagnostic du fait que la souche 
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d’Erwinia amylovora ne dégradent pas le Tryptophane et ne produisent pas d’anneau rouge 

après addition du réactif de Kovac. (Figure21). 

 

Figure 22 : Résultat de production d’indole par les bactéries. 

 

 Croissance à 39°C : 

L’absence de croissance des colonies, manifestées à une température de 39°C pendant trois 

jours indique également un caractère physiologique d’Erwinia amylovora. En effet, cette 

bactérie ne présente aucun pouvoir de croissance au-delà de 39°C mais une fois qu’elle 

revient sur sa température optimale elle croit normalement. D’une manière générale, E. 

amylovora se conserve en conditions défavorables mais dès que les conditions redeviennent 

favorables elle se développe normalement et infecte les tissus végétaux. (Figure22). 

 

 
 

Figure 23 : Test de croissance à 39° (A), et (B) croissance sur température ambiant.     
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 Test d’arginine Dihydrolase : 

Une réaction positive indique qu’il y a eu transformation de l’arginine par l’enzyme 

arginine dihydrolase. (Figure 23). 

 
 

Figure 24 : Résultat positive de l’arginine dihydrolase. 

 

 Test de mise en évidence de l’activité levane sucrase : 

Après ensemencement en strie des boites de Pétri contenant le milieu levane et incubation 

pendant 48 à 72 heures à 27 °C, les bactéries développent des colonies abondantes, bombées, 

blanches, brillantes et très muqueuses (Figure24). Ces aspects indiquent la présence d’une 

activité levane sucrase causé par une enzyme du même nom qui catalyse le saccharose sur une 

chaîne de fructoses servant à la biosynthèse des levane. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Résultat de développement de bactérie sur milieu levane. 
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III.1.2.3.2-Test biologique : 

 Test d’hypersensibilité sur tabac : 

Le test biologique a été réalisé sur les isolats à Gram négatif et après 72 et 120 heures 

d’inoculation des nécroses ont été observés (Figure25). Donc les isolats à Gram négatif sont 

phytopathogènes. Erwinia amylovora induit une réaction d’hypersensibilité (RH) chez les 

plantes non hôtes ou résistantes comme le tabac. La RH est une réaction rapide de défense de 

la plante induisant la mort programmée des cellules et la production de divers agents 

antimicrobiens bloquant ainsi la progression du pathogène. Le test RH a été effectué sur des 

feuilles de tabac. 

 

Figure 26 : Résultat d’hypersensibilité sur tabac, A) Témoin négatif inoculée à l’eau distillée 

stérile, B) après 72 h d’inoculation, C) après 5 jours d’inoculation. 

 

III.1.2.3.3-Test sérologique : 

A. Test de l’immunofluorescence : 

- Témoin positif : Les cellules doivent être fluorescentes brillantes et la paroi cellulaire 

doit être complètement colorée, et le nombre de bactérie moins condensé que la solution 

mère. 

- Souche de référence  : l’observation par microscope à épi fluorescence détermine la 

présence d’Erwinia amylovora sous forme de bâtonnets fluorescent ce qui confirme que la 

bactérie n’est pas contaminée. 

- Témoins négative : pas de bactérie. 
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- Solution mère : la présence des bactéries à condensation élevée fluorescente et d’aspect 

bâtonnets.  

- Les dilutions 1/10 et 1 /100 : la forme de bactérie devient plus visible et fluorescente 

que la solution mère.   

Donc le résultat du lecteur de la lame IF au microscope à épi fluorescence se traduisant à 

la présence de cellules fluorescentes dont la taille et la morphologie sont typique à 

Erwinia amylovora. 

Le tableau 4 ci-dessous récapitule les résultats des différents tests d’identification : 

Tableau 3 : Les résultats des tests d’indentification. 

Les tests d’indentification Résultat 

 

 

 

 

 

 

Teste biochimique 

Test à la potasse indicatrice du GRAM  - 

Test coloration de Gram  Bâtonnet    rose 

Test de mise en évidence de l’activité 

cytochrome C oxydase  

- 

Test catalase + 

Test de fluorescence sur KB  - 

Test de mise en évidence du métabolisme 

oxydatif/fermentatif du glucose  

Fermentative 

Production d’Indole par les bactéries  - 

Croissance à 39°C  - 

Test d’arginine Dihydrolase  + 

test de mise en évidence de l’activité 

levane sucrase  

+ 

Teste biologique Test d’hypersensibilité sur tabac  + 

Teste sérologique Test de l’immunofluorescence   + 
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III.1.4- Etude de l'effet in vitro de l'extrait aqueux et de l’huile essentielle    de 

Rosmarinus officinalis sur le Fusarium sp de blé et des agrumes : 

III.1.4.1- Etude de l'effet in vitro de l'extrait aqueux de Rosmarinus officinalis sur le 

Fusarium sp de blé et des agrumes : 

 Etude macroscopique des isolats : 

Nous avons remarqué que la croissance mycélienne de Fusarium sp de blé et des agrumes, 

apparait bien développée à la dose D1 de 100% pour les deux souches, moins développé pour 

la dose D2 de 50% et faible pour le témoin. (Figure 26 A et B). 

 
 

Figure 27 : développement de Fusarium de blé (B) et d’agrumes (A) sur l’extrait aqueux de 

Rosmarinus officinalis. 

 

 Croissance mycélienne : 

La figure 27 montre l’activité antifongique des deux doses (D1 = 100% et D2 = 50%) de 

l’extrait aqueux de R. officinalis sur la croissance mycélienne des deux souches fongiques. 

Les résultats révèlent que la croissance mycélienne augmente avec l’augmentation de la dose 

d’extrait aqueux. Pour le Fusarium de blé, la croissance mycélienne est de 3,1 cm chez les 

témoins et de 4,24 cm et 4,26 cm respectivement pour D2 et D1, alors que chez la souche des 

agrumes, elle est de 4 cm chez les témoins et de 6,18 cm pour D2 et 6,28 cm pour D1. 
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Figure 28 : Effet des deux doses d’extrait aqueux de R. officinalis sur la croissance 

mycélienne des souches de Fusarium sp 

 

 Taux d’inhibition de la croissance mycélienne : 

Après le calcul du taux d’inhibition de la croissance mycélienne pour les deux doses (D1 = 

100% et D2 = 50%), les résultats trouvés sont nuls, donc l’effet de l’extrait aqueux de R. 

officinalis n’est pas inhibiteur. 

 Sporulation 

Les résultats de l’effet des différentes doses d’extraits aqueux sur la sporulation sont présentés 

dans la figure 28. Pour les deux souches, nous avons constaté que le nombre de spores est en 

diminution suivant la dose. Chez la souche des agrumes, le nombre de spores passent de 38 à 

30 puis 26 respectivement chez les Témoins, D2 et D1. Alors que pour la souche de blé, le 

nombre diminue de 24 chez les témoins vers 21 à 19 chez D2 et D1 respectivement.         
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Figure 29 : Sporulation de Fusarium sp sous l’effet d’extraits de Rosmarinus officinalis. 

 Taux d’inhibition de sporulation : 

 

Après le calcule de taux d’inhibition de sporulation IS (%) des doses D1 : 100% et D2 : 50%, 

Nous constatons que le taux d’inhibition de sporulation diminue en fonction de la dose. Pour 

D1, nous avons un taux d’inhibition de sporulation égale à 31 ,57% chez la souche d’agrumes 

et   de 20,83% chez la souche de blé, ainsi que pour D2 le taux d’inhibition de sporulation 

égale à 21,05% chez l’agrumes et 12,5% chez la souche de blé.   
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Figure 30 : Effet d’extrait aqueux sur le taux d’inhibition de sporulation de Fusarium sp 
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 Germination 

Après l’observation microscopique, nous avons remarqué qu’aucune spore n’a été germée.  

III.1.4.2- Evaluation de l’activité d’huile essentielle de Rosmarinus officinalis sur le 

Fusarium sp de blé et des agrumes : 

III.1.4 .2.1-Rendement en huile essentielle et caractères organoleptiques : 

D’après le tableau 5, nous remarquons que l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis 

obtenue par hydrodistillation a une forte odeur camphrée, d’une couleur jaune clair et d’un 

aspect liquide mobile. L’huile essentielle de romarin possède un rendement important avec un 

pourcentage de 1,25% comparativement avec les normes d’AFNOR. 

Tableau 4 : Rendement et caractéristiques organoleptiques de l’huile essentielle de 

Rosmarinus Officinalis. 

 Aspect   Couleur   Odeur Rendement % 

L’AFNOR Liquide mobile, 

limpide 

Presque 

incolore à  
Jaune pâle 

 

Caractéristique 

fraîche,  
Plus ou moins 

camphrée  
selon l’origine 

(0,5-2%) 

Huile essentielle   Liquide mobile   Jaune clair   Camphrée 1,25% 

 

III.1.4.2.2- Evaluation de l’activité d’huile essentielle de R. officinalis sur le Fusarium sp 

de blé et des agrumes : 

L’étude de l’activité antifongique par la méthode d’aromatogramme de l’huile essentielle de 

Rosmarinus officinalis a été évaluée sur les deux souches fongiques. 

Les résultats du test de sensibilité de deux champignons aux huiles essentielles sont 

récapitulés dans le tableau 6. Les valeurs indiquées sont les moyennes de 3 mesures. 

 

D’après le tableau 6, on remarque qu’il y a une forte inhibition de la croissance radiale des 

deux isolats fongiques par l’huile essentielle. Il est a noté que l’activité antifongique la plus 

élevée a été enregistrée chez Fusarium sp de blé, elle passe de 30.30% pour la faible 

concentration (C4 = 25%) vers 57.92% pour la forte concentration (C1 = 100%), alors que 

pour la souche des agrumes, nous avons constaté que la concentration est moins importante 

par rapport à la 1ère souche, elle passe de 19.44% pour la faible concentration (C4 = 25%) vers 

55.92% pour la forte concentration (C1 = 100%) avec  une valeur de 57,92% pour 

(C1= 100%). Donc l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis a un effet inhibiteur sur les 
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deux champignons testés, ce qui confirme l’efficacité antifongique de l’HE vis-à-vis de ces 

champignons phytopatogènes.   

Tableau 5 : Résultats de l’activité antifongique d’HE de Rosmarinus officinalis sur le 

Fusarium de blé et des agrumes. 

Champignon 

phytopatogènes 

Concentrations Pourcentage 

d’inhibition 

Sensibilité 

Fusarium de blé C1 (100%) 57,92% +++ 

C2 (75% 49 ,88% ++ 

C3 (50%) 41,37% ++ 

C4 (25%) 30,30% + 

Fusarium 

d’agrumes 

C1 (100%) 55,92% +++ 

C2 (75% 42,03% ++ 

C3 (50%) 34,63% + 

C4 (25%) 19,44% + 
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Figure 31 : Effet de la concentration d’huile essentielle de R. officinalis sur la croissance 

mycélienne de Fusarium sp. 

On remarque d’après la figure 30, une variation significative d’inhibition de la croissance 

radiale pour les deux isolats fongiques par différentes concentrations de l’huile essentielle.  La 
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concentration 100% donne le fort effet avec 57.92% pour la souche de blé et 55.92% pour la 

souche des agrumes,  

Pour la concentration 75%, nous avons relevé des taux respectifs de 49,88% (souche blé), 

42,03% (souche agrumes) et 41,37% (souche blé), 34,62% (souche agrumes) pour la 

concentration de 50% et 30.3% (souche blé),19.44% (souche agrumes) pour la concentration 

de 25%. 

Figure 32 : Effet de l’huile essentielle de R. officinalis sur la croissance mycélienne des 2 souches de 

blé (A) et des agrumes (B). 

III.1.4.2.3- Analyse statistique : 

 Analyse de la variance (ANOVA) 

L’analyse de la variance basée sur le test de Tukey (HSD) réalisée par le logiciel [XL STAT 

(2013) et Statistica (ver. 06)]. 

A).1 –Effet de l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis sur Fusarium sp de 

blé : 

Le R² (coefficient de détermination) donne une idée du pourcentage de variable à modéliser et 

expliquer par les variables explicatives. Plus ce coefficient est proche de 1, meilleur est le 

modèle. Dans notre cas, 87.9 % de la variabilité est expliquée par les concentrations. Le reste 

de la variabilité est explicable par des effets qui ne sont ni recensés, ni mesurés dans cette 

analyse (tableau 7). 

Tableau 6 : Coefficients d’ajustement (huile essentiel de Rosmarinus officinalis sur Fusarium 

sp de blé) 
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R (coefficient de corrélation) 0,938 

 R² (coefficient de détermination) 0,879 

 R²aj. (coefficient de détermination ajusté) 0,859 

 SCR (somme des carrées résiduels)  11,727 

 

Nous avons remarqué que l’intervalle de confiance pour l’effet des concentrations   C4 et C2, 

C4 et C3 comprend la valeur 0, ce qui indique que C2 et C3 ne sont pas significativement 

différent de C4, et l’intervalle de confiance pour l’effet des concentrations   C3et C2, C2et C1 

comprend la valeur 0, ce qui indique que C2 n’est pas significativement différente de C3. Et 

indique que C1 n’est pas significativement différente de C2. Pour T et C4 la différence est 

significative (tableau 9). 

 

Tableau 7 : Paramètre du modèle (huile essentiel de Rosmarinus officinalis sur Fusarium sp 

de blé) 

Paramètre Valeur Ecart-type 
T de 

Student 
Pr > t 

Borne 

inférieure 

95 % 

Borne 

supérieure 

95 % 

Constante 3,640 0,313 11,644 < 0,0001 2,995 4,285 

C1-C1 0,000 - - - - - 

C1-C2 0,660 0,423 1,559 0,132 -0,214 1,534 

C1-C3 1,393 0,423 3,292 0,003 0,520 2,267 

C1-C4 1,393 0,423 3,292 0,003 0,520 2,267 

C1-T 4,943 0,423 11,679 < 0,0001 4,070 5,817 

 

A).2- Test de comparaison multiple pour la variable (Concentration) :             

Le teste de Tukey (HSD) va nous permettre de répondre à notre question initiale : y va-t-il une 

différence significative entre les concentrations si oui, comment peut-on les classer ? Le test 

de Tukey (HSD) est appliqué à l’ensemble des couples de différence possible (comparaison 

des moyennes deux à deux) montre aucune différence non significative (tanleau10). 
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Tableau 8 : Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de 

confiance à 95,00 % (huile essentielle de Rosmarinus officinalis sur Fusarium sp de blé). 

Modalités Différence 
Différence 

réduite 

Valeur 

critique 
Pr. >Diff Significatif 

T ~ C1 4,943 11,679 2,946 < 0,0001 Oui 

T ~ C2 4,283 10,613 2,946 < 0,0001 Oui 

T ~ C3 3,550 8,796 2,946 < 0,0001 Oui 

T ~ C4 3,550 8,796 2,946 < 0,0001 Oui 

C4 ~ C1 1,393 3,292 2,946 0,023 Oui 

C4 ~ C2 0,733 1,817 2,946 0,387 Non 

C4 ~ C3 0,000 0,000 2,946 1,000 Non 

C3 ~ C1 1,393 3,292 2,946 0,023 Oui 

C3 ~ C2 0,733 1,817 2,946 0,387 Non 

C2 ~ C1 0,660 1,559 2,946 0,536 Non 

               Valeur critique du d de Tukey : 4,166 

Le classement des groupes différents fait apparaître que le témoin et les concentrations C4, C3 

et C2 forment deux groupes différents en A et B respectivement. Par contre C2 et C1 forment 

deux groupes homogènes en B et C respectivement. Et la concentration C2 le regroupement 

de B plus proche en A (tableau11). 

Tableau 9 : Classement des groupes homogènes des moyennes de la croissance mycélienne 

de la souche de blé par l’huile essentielle de R.officinalis par rapport aux différentes 

concentrations. 

Modalités Moyenne Regroupements 

T 8,583 A   

C4 5,033 

 

B  

C3 5,033 

 

B  

C2 4,300 

 

B C 

C1 3,640     C 

   B).1 –Effet de l’huile essentiel de Rosmarinus officinalis sur Fusarium sp d’agrumes : 
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Le R² (coefficient de détermination) donne une idée du pourcentage de variable à modéliser et 

expliquer par les variables explicatives. Plus ce coefficient est proche de 1, meilleur est le 

modèle. Dans notre cas, 92.7 % de la variabilité est expliquée par les concentrations. Le reste 

de la variabilité est explicable par des effets qui ne sont ni recensés, ni mesurés dans cette 

analyse (tableau12). 

Tableau 10 : Coefficients d’ajustement (huile essentielle de Rosmarinus officinalis sur 

Fusarium sp d’agrumes) 

R (coefficient de corrélation) 0,963 

 R² (coefficient de détermination) 0,927 

 R²aj. (coefficient de détermination ajusté) 0,915 

 SCR (somme des carrées résiduels)  2,414 

 

Nous avons remarqué que l’intervalle de confiance pour l’effet des concentrations   C3 et C2 

comprend la valeur 0, ce qui indique que C2 n’est pas significativement différente de C3. 

Pour T, C4, C3, et C2, C1 la différence est significative (tableau14). 

Tableau 11 : Paramètre du modèle (huile essentielle de Rosmarinus officinalis sur Fusarium 

sp d’agrumes) 

Paramètre Valeur Ecart-type 
T de 

Student 
Pr > t 

Borne 

inférieure 

95 % 

Borne 

supérieure 

95 % 

Constante 2,360 0,142 16,640 < 0,0001 2,067 2,653 

C1-C1 0,000 - - - - - 

C1-C2 0,773 0,192 4,027 0,000 0,377 1,170 

C1-C3 1,173 0,192 6,110 < 0,0001 0,777 1,570 

C1-C4 1,990 0,192 10,363 < 0,0001 1,594 2,386 

C1-T 3,040 0,192 15,831 < 0,0001 2,644 3,436 

                    B).2- Test de comparaison multiple pour la variable (concentration) : 

Le teste de Tukey (HSD) va nous permettre de répondre à notre question initiale : y a-t-il une 

différence significative entre les concentrations si oui, comment peut-on les classer ? Le test 
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de Tukey (HSD) est appliqué à l’ensemble des couples de différence possible (comparaison 

des moyennes deux à deux) montre aucune différence non significative (tableau15).   

Tableau 12 : Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de 

confiance à 95,00 % (huile essentielle de Rosmarinus officinalis sur Fusarium sp d’agrumes): 

Modalités Différence 
Différence 

réduite 

Valeur 

critique 
Pr. >Diff Significatif 

T ~ C1 3,040 15,831 2,946 < 0,0001 Oui 

T ~ C2 2,267 12,380 2,946 < 0,0001 Oui 

T ~ C3 1,867 10,195 2,946 < 0,0001 Oui 

T ~ C4 1,050 5,735 2,946 < 0,0001 Oui 

C4 ~ C1 1,990 10,363 2,946 < 0,0001 Oui 

C4 ~ C2 1,217 6,645 2,946 < 0,0001 Oui 

C4 ~ C3 0,817 4,460 2,946 0,001 Oui 

C3 ~ C1 1,173 6,110 2,946 < 0,0001 Oui 

C3 ~ C2 0,400 2,185 2,946 0,219 Non 

C2 ~ C1 0,773 4,027 2,946 0,004 Oui 

               Valeur critique du d de Tukey : 4,166 

Le classement des groupes différents fait apparaître que le témoin et les concentrations C4, C3 

forment trois groupes différents en A et C respectivement. Par contre C3 et C2 forment un 

groupe homogène en C. Et les concentrations C2 et C1 forment deux groupes différents en C 

et D respectivement (tableau16).  

Tableau 13 : Classement des groupes homogènes des moyennes de la croissance mycélienne 

de la souche d’agrumes par l’huile essentielle de R.officinalis par rapport aux différentes 

concentrations. 

Modalités Moyenne Regroupements  

T 5,400 A    

C4 4,350 

 

B   

C3 3,533 

 

 C  

C2 3,133 

 

 C  

C1 2,360       D 
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III.1.5-Etude de l’effet in vitro de l’extrait aqueux de R. officinalis sur le développement 

d’E. amylovora et évaluation de l’activité antibactérienne in vitro de l’huile essentielle de  R. 

Officinalis :  

III.1.5. 1-Etude de l’effet in vitro de l’extrait aqueux R. officinalis sur le développement 

d’E. amylovora : 

 Dans un milieu solide :  

- Pour les témoins : après 48h d’incubation à température favorable 27°c nous avons 

remarqué un développement abondant d’Erwinia amylovora dans le milieu levane.  

 - Pour la dose 1 (100%) : nous avons remarqué un développement élevé d’Erwinia 

amylovora donc l’extrait aqueux brut n’empêche pas la croissance bactérienne. 

- Pour la dose 2 (50%) : nous avons remarqué un développement moins élevé par rapport à 

la solution D1 (figure32).  

 

Figure 33 : Comparaison entre le développement des deux doses (B50% et C100%) 

d’Erwinia amylovora sur le milieu levane avec le témoin (A). 

 Dans un milieu liquide : 

- Pour le témoin : nous avons remarqué que le milieu est devenu trouble ce qui traduit le 

développement d’Erwinia amylovora. 

- Extrait aqueux brut : nous avons remarqué que le milieu est moins trouble presque 

transparent. 

- Augmentation de dilution (10-7   à 10-1) : nous avons remarqué que le milieu est devenu de 

plus en plus trouble en fonction des dilutions. 
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Nous constatons que l’extrait aqueux ne possède pas d’effet bactéricide mais un effet 

bactéristatique. (Figure 33). 

 

Figure 34 : Développement d’Erwinia amylovora sur le milieu liquide. 

 

III.1.5.2- Evaluation de l’activité antibactérienne in vitro d’huile essentielle de R. 

Officinalis sur le développement d’E. amylovora :  

L’étude in vitro de pouvoir antibactérien des HE de R. officinalis par la méthode de diffusion 

des disques sur un milieu gélosé solide (levane), après 24 heures d'incubation à une 

température adéquate de 27°c, a montré que l’huile essentielle de R. officinalis présent un 

effet positif sur la souche bactérienne étudiées avec des zones d’inhibition de 12,71mm, 

10,1mm ; 8,99mm et 7,38 mm respectivement pour les différentes concentrations C1, C2, C3, 

C4. (Tableau 17) 

Tableau 14 : Diamètres (mm) des zones d'inhibition des dilutions pour Erwinia amylovora  

Dilution C1 = 100% C2 = 75% C3 = 50% C4 = 25% 

zone d’inhibition (mm) 12,71 10,1 8,99 7 ,38 

Le dégrée de la 

résistance 
très sensible (++). sensible (+). sensible (+). sensible (+). 
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L’activité de l’huile essentielle varie d’une concentration à une autre, cette variation peut être 

observée dans les diamètres des zones d’inhibition qui montre que certaines concentrations 

sont plus efficaces que d’autres.  

 
 

Figure 35 : Effet de déférentes concentrations (A=100%), (B= 75%), (C=50%) et (D=25%), 
(E=témoin) l’HE de R. officinalis sur le développement d’E. amylovora.  
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 Figure 36 : Zones d’inhibition pour Erwinia amylovora. 
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L’effet de l’huile essentielle de romarin sur Erwinia amylovora a donné une zone d’inhibition 

avec un diamètre de 12,71 mm avec C1 et un diamètre de 10,1 mm avec C2 et un diamètre de 

8,99 mm avec C3 et un diamètre de 7,38 mm avec C4, donc on peut constater que E. 

amylovora est sensible pour toutes les concentrations de l’huile essentielle de romarin. 

 

L’étude de l’activité antibactérienne des différentes concentrations de l’huile essentielle de R. 

officinalis sur cette bactérie montre que toutes les concentrations de cette huile essentielle 

possèdent une activité antibactérienne surtout pour la concentration pure (100%). 

 La concentration minimale inhibitrice de l’huile essentielle de R.  officinalis : 

D’après les résultats enregistrés, la bactérie Erwinia amylovora ayant présenté une sensibilité 

vis-à-vis toutes les dilutions de l’huile essentielle. On marque un diamètre d’inhibition qui 

variée de 12 à 8 mm, la concentration minimale (CMI) obtenue suite à la dilution de l’huile 

essentielle est de 25%. 

III.1.5.2.1- Analyse statistique : 

A) Effet de l’huile essentiel de Rosmarinus officinalis sur le développement d’E. 

amylovora : 

Le R² (coefficient de détermination) donne une idée du pourcentage de variable à modéliser et 

expliquer par les variables explicatives. Plus ce coefficient est proche de 1, meilleur est le 

modèle. Dans notre cas, 85,6 % de la variabilité est expliquée par les concentrations. Le reste 

de la variabilité est explicable par des effets qui ne sont ni recensés, ni mesurés dans cette 

analyse (tableau 18). 

Tableau 15 : Coefficients d’ajustement (huile essentiel de R. officinalis sur le développement 

d’E. amylovora) 

R (coefficient de corrélation) 0,925 

 R² (coefficient de détermination) 0,856 

 R²aj. (coefficient de détermination ajusté) 0,850 

 SCR (somme des carrées résiduels)  79,114 

 

Nous avons remarqué que l’intervalle de confiance pour l’effet des concentrations C1, C2, C3 

et C4 la différence est significative. (Tableau 20) 
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Tableau 16 : Paramètre du modèle (Huile essentiel de R. officinalis sur le développement 

d’E. amylovora) 

Paramètre Valeur Ecart-type T de Student Pr > t 
Borne 

inférieure 

95 % 

Borne supérieure 

95 % 

Constante 12,765 0,235 54,231 < 0,0001 12,297 13,233 

42736 0,000 - - - - - 

1-0.75 -2,654 0,328 -8,085 < 0,0001 -3,306 -2,001 

1-0.5 -3,765 0,328 -11,470 < 0,0001 -4,417 -3,112 

1-0.25 -5,376 0,328 -16,379 < 0,0001 -6,029 -4,723 

1-T -6,765 0,328 -20,610 < 0,0001 -7,417 -6,112 

 

B) Test de comparaison multiple pour la variable (dose) 

Le test de Tukey (HSD) va nous permettre de répondre à notre question initiale : y a-t-il une 

différence significative entre les concentrations si oui, comment peut-on les classer ? Le test 

de Tukey (HSD) est appliqué à l’ensemble des couples de différence possible (comparaison 

des moyennes deux à deux) montre aucune différence non significative (tableau 21). 

Tableau 17 : Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de 

confiance à 95,00 % (Huile essentielle de R. officinalis sur le développement d’E. 

amylovora): 

Modalités Différence Différence réduite Valeur critique Pr. >Diff Significatif 

T ~ 1 -6,765 -20,610 2,788 < 0,0001 Oui 

T ~ 0.75 -4,111 -12,708 2,788 < 0,0001 Oui 

T ~ 0.5 -3,000 -9,274 2,788 < 0,0001 Oui 

T ~ 0.25 -1,389 -4,293 2,788 0,000 Oui 

0.25 ~ 1 -5,376 -16,379 2,788 < 0,0001 Oui 

0.25 ~ 0.75 -2,722 -8,415 2,788 < 0,0001 Oui 

0.25 ~ 0.5 -1,611 -4,980 2,788 < 0,0001 Oui 

0.5 ~ 1 -3,765 -11,470 2,788 < 0,0001 Oui 

0.5 ~ 0.75 -1,111 -3,435 2,788 0,008 Oui 

0.75 ~ 1 -2,654 -8,085 2,788 < 0,0001 Oui 
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               Valeur critique du d de Tukey : 3,943 

D’après le tableau 22, le classement des groupes homogènes fait apparaître que les 

concentrations C1, C2, C3, C4 et T forment des groupes différents en A à E.  

 

Tableau 18 : Classement des groupes homogènes des moyennes des zones d’inhibition de la 

croissance d’E.amylovora par l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis par rapport aux 

différentes concentrations. 

Modalités Moyenne Regroupements   

T 6,000 A     

0,25 7,389 

 

B    

0,5 9,000 

 

 C   

0,75 10,111 

 

  D  

1 12,765         E 

 

 

III.2- Discussion : 

III.2.1- Effet d’extrait aqueux de R. officinalis sur Fusarium sp de blé et des agrumes : 

Les plantes sont capables de produire des substances naturelles très variées. En plus des 

métabolites primaires classiques, elles synthétisent et accumulent des métabolites secondaires 

dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente mais qui représente une large 

gamme de molécules exploitables en agriculture dans le cadre de la phytoprotection [142 ; 

143].  

Le romarin a fait objet à de nombreux travaux. Ses activités antibactériennes et antifongiques 

peuvent être résumées par la composition pétrolière de ces extraits [144 ; 145 ; 146]. Les 

travaux de [147]. Ont révélé les composés phénoliques tels que les terpènes où l’on peut citer 

le borneol, la came-phore, 1,8 cineole, pinene, camphone, verbenonone et l'acétate bornyl. 

L’évaluation de l’activité antifongique in vitro par la technique de contact direct consiste à 

mettre en contact l’extrait aqueux et les micro-organismes, puis à observer la croissance de 

ces derniers.  
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Les résultats obtenus dans ce contexte montrent l’absence d’activité inhibitrice de croissance 

mycélienne de champignon à l’inverse de nombreux travaux rapportés par la bibliographie et 

ayant déjà confirmé l’efficacité de certains extraits de plantes. 

Par ailleurs, d’autres ont rapporté qu'un nombre de composés contenus dans les extraits de 

romarin possède des propriétés antibactériennes et antifongiques [148 ; 149]. 

Ainsi, l'activité antifongique des extraits de R. officinalis L, a été évaluée contre les infections 

fongiques du blé. Leur effet inhibiteur sur la croissance mycélienne a affirmé que leur 

utilisation aux concentrations basses pourrait avoir un potentiel significatif pour le contrôle 

biologique des champignons phytopathogènes tels que Alternaria alternata, Botrytis cinerea 

et Fusarium oxysporum [150 ; 151]. 

D’autre part, [152]. Ont souligné l’important effet inhibiteur in vitro de l'extrait brut et à 

différentes concentrations de R. officinalis à l’égard d'Alternaria solani. 

Parallèlement, les observations microscopiques des isolats fongiques traités par l’extrait de 

romarin ont révélé l’absence des modifications structurales conduisant à la lyse du mycélium 

et, ce qui n’a pas été confirmé, ainsi l’effet de fongicide de cet extrait végétal. 

Nos résultats ont révélé également que l’extrait du romarin (100 et 50%), étaient d’excellents 

inhibiteurs de la sporulation et de la germination de Fusarium sp. Leurs taux d’inhibition sont 

forts pour la sporulation et atteignent les 100% pour la germination. Cela peut être traduit par 

la déformation des conidies et la lyse de leur contenu par les molécules bioactives renfermées 

dans ces extraits. 

Dans ce sens, plusieurs travaux homologuent avec ces derniers. Il s'est avéré que les extraits 

de plantes, riches en groupements phénols ont montré également, une activité inhibitrice 

particulièrement élevée contre la sporulation des champignons [153].  

L’extrait aqueux de R.officinalis réduit la dissémination des conidies qui sont dispersés par le  

vent [154]. Ou par splashing (dispersion par la pluie de feuille en feuille) qui réduit la 

propagation de maladie. 

 

III.2.2- Effet d’huile essentiel de R. officinalis sur Fusarium sp de blé et des agrumes : 

Les résultats de l’activité antifongique « in vitro » d’HE de R. officinalis obtenu à l’aide de la 

méthode de diffusion sur gélose montrant que l’activité antifongique de l’HE de R. officinalis 

est en fonction du champignon cible. 
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L’huile essentielle de romarin a exercé une importante activité inhibitrice vis-à-vis des deux 

champignons (Fusarium sp), les diamètres, de la croissance de mycélium sont diminué sa 

chaque fois qu’on augmente la concentration d’huile essentielle. 

L’étude réalisée par [155], sur l’effet inhibiteur d’huile essentielle d’Artimesia herba alba sur 

deux souches de Fusarium oxysporum et F.sppar, a montré que l’activité antifongique est due 

uniquement aux substances renfermées dans les extraits de l’huile essentielle d’Artimesia 

herba alba. 

La difficulté de développer une molécule antifongique est liée, d’une part à l’ultrastructure de 

la cellule fongique qui présente trois barrières : la paroi cellulaire chitineuse, les ergostérols 

membranaires et le noyau eucaryote [156], et d’autre part, les molécules antifongiques elles-

mêmes qui peuvent engendrer des résistances [157]. 

L’activité antifongique de l’huile essentielle, peut être expliquée par l’effet synergique entre 

les différents composés de l’huile essentielle. En effet, les composés majoritaires sont souvent 

responsables de l’activité antifongique de cette huile essentielle [158]. 

Ils ont supposé que la nature lipophile d’huile essentielle les rend plus observables par les 

mycéliums fongiques que par la gélose de nature hydrophile [159].  

Le mécanisme d’action des composés phénoliques de l’huile essentielle sur les champignons 

est fondé principalement sur l'inhibition des enzymes fongiques contenant le groupement SH 

dans leur site actif [160]. 

Les concentrations de l’huile essentielle du R. officinalis L. appliquées ont empêché, 

partiellement (100%,75%,50%,25%), la croissance des souches, ce résultat est comparable à 

celle de [161]. Qui ont énoncé que les fortes concentrations en huile essentielle de certains 

Citrus provoquent des dommages membranaires sévères et une perte d’homéostasie d’où la 

mort cellulaire ou l’inhibition totale. 

Les modifications morphologiques telles que le diamètre et la couleur de mycélium, ont été 

observés sur déférentes concentrations étaient confirmées par les travaux de [162]. Sur le 

mycélium d’A Niger sous l’effet des vapeurs de l’huile essentielle de Cymhopogon nordus. La 

perte ou le changement de la couleur peut être corréler avec la perte de la production de 

mycotoxines. 
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Les mécanismes d’action des huiles essentielles par lesquels la croissance mycélienne peut 

être réduite ou totalement inhibée ont été proposés. Ainsi, [163 ; 164] Ont indiqué que les 

huiles essentielles agiraient sur l’hyphe du mycélium, ce qui provoque la sortie des 

composants du cytoplasme, la perte de la rigidité et l'affaiblissement de l’intégrité de la paroi 

cellulaire de l’hyphe, entrainant son effondrement et la mort du mycélium. 

III.2.3- Identification des isolats d’Erwinia amylovora : 

La série des tests, biochimiques, biologiques et sérologiques que nous avons employés lors de 

cette étude vont nous permettre de se renseigner un peu plus sur les profils des bactéries 

isolées et sur certaines caractéristiques de leur métabolisme. 

A partir d’une culture pure de 24 heures, de chaque isolat, les tests à effectuer pour identifier 

les espèces d’E. amylovora sont : GRAM, oxydation/Fermentation, production du levain, 

utilisation d’indole. Ces propriétés phénotypiques sont universellement présentes ou absentes 

chez l’espèce d’E.amylovora [165]. 

III.2.4- Effet de l’extrait aqueux de R. officinalis sur Erwinia amylovora :  

L’essai antibactérien a été estimé aussi par la méthode de contact direct, qui consiste à 

additionner aseptiquement l’extrait dans le milieu de culture. 

En ce qui concerne le pouvoir antibactérien par la méthode de contact directe d’extraits 

aqueux de R. officinalis, nos résultats montrent que la souche bactérienne testée est plus au 

moins résistante. On peut déduire que notre extrait est faiblement actif sur la souche 

bactérienne testée. 

L’activité antibactérienne des extraits de plantes est due aux différents agents chimiques 

présent dans ces extraits, y compris les huiles essentielles, les flavonoïdes, les tannins et les 

triterpénoides ainsi que d’autre composés de nature phénolique ou groupes hydroxyle libre, 

qui sont classifiés comme composés antibiotiques très actifs [166]. 

Pour la souche d’Erwinia amylovora ce comportement n'est pas surprenant car elle possède 

une résistance intrinsèque à une large gamme de biocides, associée à la nature de sa 

membrane externe. Cette barrière « hydrophile perméabilité barrière » protège des agents 

toxiques. Composée de lipopolisaccharides, elle peut être franchie plus facilement en présence 

de certains composés polycationiques qui augmentent la perméabilité des bactéries Gram 

négatif [167]. 
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III.2.5- Effet de l’huiles essentielle de R. officinalis sur Erwinia amylovora : 

Le R. officinalis, a montré un large spectre d’action d’après plusieurs auteurs [168 ; 169 ; 170; 

171]. D’autres travaux ont cependant signalé une activité modérée comme ceux [172]. Ou 

encore ceux de Sardaigne [173 ; 174]. Qui ont travaillé respectivement sur l’espèce provenant 

de Turquie et de Sardaigne. L’HE de notre région (Boufarik) a eu un effet sur la quasi-totalité 

des souches testées mais à faible intensité. 

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir 

antibactérien de l’huile essentielle du R. officinalis vis-à-vis la bactérie testée. 

Nos résultats sur l’activité antibactérienne de l’HE du romarin concordent avec ceux obtenus 

par [175]. Dans cette étude, les auteurs ont testé l’huile aromatique du romarin provenant de 

plusieurs régions de l’Est Algérien : Kherrata (Bedjaia), Boutaleb (Sétif), Bibans (Bourdj 

Bou-Arriridj), Agmeroual et N'gaous (Batna), et Boussaâda (M'sila). Les diamètres des zones 

d’inhibition obtenus n’ont pas dépassé les 20 mm, ils se rapprochent de nos résultats et 

reflètent le potentiel antibactérien modeste voir faible de l’huile essentielle de R. officinalis de 

l’Est Algérien. Par contre, [176]. Ont signalé la forte activité antibactérienne de l’HE du R. 

officinalis issu du Park national d’El Hamma (Alger). 

La sensibilité d’E.amylovora à l’huile essentielle de R. offcinalis observée dans notre étude a 

été également constatée par [119]. Mais nos résultats sont très loins à ceux indiqués par ce 

dernier qui ont trouvés que l’HE de R. tournefortii exerce une fort activité sur Erwinia 

amylovora. On peut céder cette divergence aux facteurs influençant la composition des 

plantes (lieux et périodes de récolte). 

D’après plusieurs travaux, les bactéries à Gram- sont censées d’être plus résistantes que les 

Gram+, ceci est dû aux différences structurales de leurs membranes externes [177 ; 178 ; 

179]. Chez les bactéries Gram –, la membrane externe constitue une barrière de perméabilité 

efficace ; riche en lipopolisaccharides dont les charges négatives de surface empêchent la 

diffusion des molécules hydrophobes [180], toutefois, quelques composés phénoliques de 

faible poids moléculaire peuvent adhérer à ces bactéries par fixation aux protéines et aux 

lipopolisaccharides membranaires à l’aide de leurs groupes fonctionnels et se faufiler jusqu'à 

la membrane intérieure plus vulnérable [158].  

Dans notre étude, l’HE de R. officinalis a été moyennement performante, elle a tout de même 

pu inhiber la quasi-totalité des micro-organismes. Cette activité est attribuée à la présence de 
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bornéol, l-Verbenone, β-linalol, camphor et à d’autres composés phénoliques. Cette 

observation a été également faite par [181]. D’autres travaux, attribuent l’activité 

antibactérienne du romarin au 1,8 cinéole [182]. Qui est l’un des composants minoritaires 

dans notre plante. 

Selon [183]. Ont estimé que l’activité antimicrobienne de certaines HE pourrait être attribuée 

à la présence des composés mineurs présents à de faibles taux non négligeables tel que 

carvacrol, myrthénal, géraniol, connus pour exhiber une activité antibactérienne dans les 

phénomènes de synergie entre les différents constituants qui peuvent être à l’origine d’une 

prévisibles par les composés majoritaires.  

Ainsi, les effets antimicrobiens des HE ont été expliqués principalement par la présence des 

terpènes, les hydroxyles des groupements phénoliques sont capables de se lier aux sites actifs 

des enzymes cibles par des liaisons d’hydrogène. Les alcools terpéniques sont connus par leur 

fort pouvoir antibactérien, dû à leur solubilité sans l’eau, ce qui leur confère un haut habilité à 

pénétrer les parois des cellules bactériennes [119]. 

La variabilité des résultats est peut-être due à l'influence de plusieurs facteurs tels que la 

méthodologie de travail et les micro-organismes testés. 
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Parmi les contraintes qui pèsent sur l’agriculture, les maladies et les ravageurs, regroupés sous 

le terme de « bio agresseurs », rendent nécessaire le développement de méthodes à la fois 

toujours plus innovantes respectueuses de l’environnement et efficace, à fin délimiter les 

dégâts et donc les pertes qu’ils occasionnent. 

Le présent travail est axé sur la recherche des substances naturelles qui par leurs activités 

antibactérienne et antifongique pourraient être utilisées pour la protection des plantes. 

Cette étude réalisée sur les feuilles de Rosmarinus officinalis L, récoltée dans la région de 

Boufarik, a pour but de mettre en évidence quelques propriétés biologiques de son extrait 

aqueux et son huile essentielle extraite par hydrodistillation. 

Après l’extraction, l’huile essentielle obtenue est de couleur jaune clair avec une odeur forte 

camphrée et un aspect liquide mobil. Le rendement en huile essentielle obtenu est de l’ordre 

de 1.25%. 

La série des tests, biochimiques, biologiques et sérologiques que nous avons employés lors de 

cette étude vont nous permettre d’identifier la bactérie isolée et renseigner sur certaines 

caractéristiques de leur métabolisme. 

L’étude de l'effet in vitro de l'extrait aqueux de Rosmarinus officinalis sur le Fusarium sp de 

blé et des agrumes, a montré que la croissance mycélienne augmente avec l’augmentation de 

la dose d’extrait aqueux. Ainsi leur l’effet sur la sporulation et la germination, a montré que le 

taux d’inhibition de sporulation est en fonction des doses. Donc l’extrait aqueux donne un 

faible effet inhibiteur. Qui empêche la dissémination de champignon.        

Suite à l’utilisation de l’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis sur Erwinia amylovora, nous 

avons constaté que l’extrait aqueux de romarin ne possède pas d’effet bactéricide mais un 

effet bactéristatique. 

La mise en évidence de l’activité antibactérienne d’huile essentielle de R. officinalis par la 

méthode de diffusion des disques sur la souche Erwinia amylovora a démontré que l’huile 

essentielle du Rosmarinus officinalis est douée d’une activité inhibitrice sur cette bactérie 

phytopathogène et sur les deux souches de champignons testés (Fusarium sp de blé et 

d’agrumes), ce qui confirme l’efficacité antimicrobienne de l’HE vis-à-vis de ces agents 

phytopathogènes.   
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L’inhibition et la régression de la croissance microbienne diffère d’un extrait à un autre. La 

variation de l’activité antimicrobienne des extraits est expliquée par les variations de leurs 

compositions chimiques. 

En revanche, l’aptitude des extraits de R. officinalis L. à inhiber la croissance microbienne est 

tout à fait différente, cela est marqué par l’activité puissante de l‘HE par rapport à l’extrait 

aqueux. 

En comparaison, on peut constater que l’huile essentielle est plus active que celle de l’extrait 

aqueux. D’après ces résultats, on remarque que R. officinalis a des propriétés 

antimicrobiennes très appréciés et cela justifie par son utilisation dans les traitements 

traditionnels comme un remède antimicrobien.  

Cette étude constitue une première étape pour la recherche de molécules bio pesticides de 

l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L. Elle mérite d’être suivie par d’autres études 

pour confirmer leur activité.  

Il serait intéressant de tester l’effet de l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L. sur 

d’autres agents phytopathogènes.  

Il serait aussi d’intérêt de rechercher et caractériser les molécules bioactives existantes dans 

cette huile essentielle. Afin de les inscrire à l’avenir dans un projet d’utilisation de « Bio 

pesticides » en agriculture en vue de préserver la santé humaine et contribuer à la protection 

de l’environnement. 
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Annexe 1 : « Le matériel utilisé lors de l’expérimentation » 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2- Matériel et Verrerie : 

- Papier aluminium.                                   
- Tubes à essai en verre.                                

- Seringues stériles.                                          
- Disque en papier.                                 
- Flacons.                                                          

- Béchers.                                                
- Pipette pasteur.                                            

- Pince de laboratoire.                              
- Anse stérile.                                                
- Fioles.                                                 

- Portoir pour tubes.                                    
- Ampoule à décanter.                            

- Etiquettes.                                                   
- Spatule.                                                
- Erlenmeyer de 1000 ml et de 500 ml.         

- Pipettes graduées.                                                
- Les fioles.                                                       

- Des tubes à essai. 
- Papier Wattman stérile.                                  
- Des boites de Pétri.                                          

- Un scalpel.                                                    
- Un compteur manuel.                                     

-Une gaze.                                                        
- Couvercle.                                                       
-Coton.                                   

- Lame de microscopie.                                     
- Un bec Bunsen. 

1-L’appareillage :  

- Balance de précision.                                 

-Une hotte ∙  
-Une étuve.                                                     

-Four pasteur.  
- Une balance électrique.                                 
- Un réfrigérateur.                                            

- Plaque chauffante.                                        
- Centrifugeuse. 

- Autoclave.                                                        
- Agitateur de tubes : vortex.                                
- Un microscope optique.                                 

- Microscope à épi fluorescence. 
- Hydro distillateur.                                     

 - Agitateur Ping Ponge. 
- Clevenger. 
 

3-Réactifs et préparations : 

- Chlorure de sodium. 
-Alcool (éthanol à 70°).                                        
-Solution aqueuse à 3% de KOH 

- Réactif de Kovac. 
- Na2HPO4 (12 H2O). 

-NaH2PO4 (02 H2O).                                            
-Na Cl. 
- Violet de gentiane. 

- Solution de lugol.                                               
- Solution de fuschine basique. 

-Oxalate de N, N, diméthyle 
paraphénylène diamine. 
-Peroxyde d’hydrogène (3%). 

-Eau physiologique stérile (0.85 

%). 
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Annexe 2 : « Les appareils utilisés » 

 

                     Autoclave                                                        cellule de Malassez  

 

                     Etuve bactérienne                                       Etuve de mycologie 
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                         La hotte                                                      Four pasteur     

 

 

              Agitateur Ping Ponge                                        Agitateur vortex des tubes. 
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                     Centrifugeuse                                     microscope à épi fluorescence. 

 

 

                                                                  Clevenger 
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Annexe 3 : « Milieux de culture utilisés » 

 Milieu PDA : 

La composition du milieu est comme suit : 

- 200 g de pomme de terre  

- 20 g de Glucose 

- 20 g de Gélose (Agar agar) 

- 1000 ml d’eau distillée 
 

Une fois le milieu est prêt, il est mis dans un autoclave pendant une durée de 20 à 30 

minutes à 120°C pour stériliser son contenu. 

 Milieu King B: 

          -Protéose - peptone n°3 (Difco)........................................... 20,0 g 

          -Glycérol .............................................................................. 10,0 g 

          -Phosphate de potassium dibasique ..................................... 1,50 g 

          -Sulfate de magnésium heptahydraté................................... 1,50 g 

          -Agar bactériologique .......................................................... 15,0 g 

Après autoclavage à une température >à 121°C pendant environ 20 minutes, le milieu est 

laissé à refroidir suffisamment pour pouvoir être coulé en boîtes de Petri. Avant de couler le 

milieu, incorporer 0,05 g de cycloheximide dissout dans de l’éthanol et stérilisé par filtration. 

 Milieu levane : 

          -Extrait de levure ..................................................... 2,0 g 

          -Bactopeptone (Difco) ............................................. 5,0 g 

          -Saccharose ............................................................ 50,0 g 

          -Chlorure de sodium ...............................................  5,0 g 

         -Agar bactériologique ............................................ 20,0 g 

 

Ajuster le pH à 7,2. Après autoclavage à une température >à 121°C pendant environ 20 

minutes, le milieu est laissé à refroidir suffisamment pour pouvoir le couler en boîtes de 

Pétri. 

 Milieu de Hugh et Leifson :  

          -Bacto tryptone ........................................................ 2,0 g 

          -Phosphate de potassium dibasique ......................... 0,3 g 

         -Chlorure de sodium ....................................  5,0 g 

         -Bleu de bromothymol .........................................  0,03 g 
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         -D(+)-glucose ...........................................  10,0 g 

         -Agar bactériologique type A ...............................  3,0 g 

 
Après autoclavage à une température >à 121°C pendant environ 20 minutes, le milieu est 

laissé à refroidir suffisamment pour pouvoir le répartir en tubes. 

 Milieu urée-indole : 

          -L-tryptophane ......................................................... 0,3 g 

          -Dihydrogénophosphate de potassium .................... 0,1 g 

          -Hydrogénophosphate de dipotassium .................... 0,1 g 

         -Chlorure de sodium .......................................  0,5 g 

         -Urée .....................................................................  2,0g 

         -Rouge de phénol (sol. à 1% dans éthanol) 0,25 g 

Dissoudre le tryptophane dans l’eau chauffée à environ 80°C, laisser refroidir 

suffisamment pour pouvoir rajouter les autres produits. Après dissolution, stériliser le 

milieu par filtration. 

 Tampon PBS : 

         -Chlorure de sodium ................................................. 8,0 g 

         -Chlorure de potassium ............................................ 0,2 g 

         -Hydrogénophosphate de disodium .......................... 2,9 g 

        -Dihydrogénophosphate de potassium. 0,2 g 

Le tampon est autoclavé à une température >à 121°C pendant environ 20 minutes. 

 

 Milieu arginine : 

    -Peptone (bacto) ……………………………………1g 

    -Chlorure de Na (Na Cl) ……………………………5g 

    -Phosphate de K dibasique (k2 HPO4) ………………0.3g 

    -Agar(Bacto) ………………………………………. .3g 

    -Rouge phénol (sol’n de 0.1%)………………………10 ml 

    -Arginine HCL ………………………………………10g 

 


